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Bakulovirukset (Baculoviridae) ovat ryhmä hyönteisiä infektoivia kaksijuosteisia DNA-
viruksia, joiden avulla on onnistuttu siirtämään geenejä myös nisäkässoluun. Bakulovirusta
pidetään lupaavana geeniterapiavektorina, koska se ei aiheuta infektiota nisäkässoluissa, sen
sytotoksisuus on alhainen ja rekombinanttiviruksia on helppo tuottaa ja puhdistaa.
Tapahtumista nisäkässolun sisällä bakulovirustransduktion aikana tiedetään kuitenkin hyvin
vähän. Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää bakulovirusten interaktioita
nisäkässolun eri tumaproteiinien PML, NPM, STAT3, TBP ja TFIIB kanssa.
Promyelosyyttileukemiaproteiinitumarakenteet ovat tuman interkromatiinitilassa olevia
proteiinirakenteita, joiden tärkein komponentti on PML-proteiini. PML-rakenteet on
yhdistetty moniin tapahtumiin, mutta niiden tarkkaa funktiota ei tiedetä. Niiden on epäilty
olevan esimerkiksi tumansisäisiä proteiinivarastoja, tumansisäinen immuunivaste tai jonkin
muun toiminnon tapahtumapaikka. Tutkimuksissa on havaittu kaksijuosteisten DNA-virusten
genomien lokalisoituvan PML-rakenteisiin ja transkription aloituksen ja DNA-replikaation
tapahtuvan niiden läheisyydessä. Tässä tutkimuksessa bakuloviruksen havaittiin
kolokalisoituvan PML-proteiinin isoformien I - VI kanssa ja paikallistuvan PML-rakenteisiin
6 - 24 tuntia virustransduktiosta. Tämä tuloksen valossa rakenne saattaisi osallistua
esimerkiksi bakuloviruksen proteiinien transkriptioon tai viruskapsidien hajotukseen.
TBP- (engl. TATA-binding protein) ja TFIIB- (transkriptiofaktori 2B) proteiinit ovat
eukaryoottisolun RNA-polymeraasi II:n transkriptiokoneiston osia. Hyönteissolussa
bakuloviruksen varhaisten geenien transkription on havaittu tapahtuvan RNA-polymeraasi
II:n avulla, mutta tässä tutkimuksessa viruskapsidin ei havaittu kolokalisoituvan merkittävästi
kummankaan proteiinin kanssa nisäkässolussa 6 - 24 tuntia virussyötöstä.
Vaikka bakuloviruksen sytotoksisuus nisäkässolussa on alhainen, on sen kuitenkin havaittu
aikaansaavan tyypin 1 interferonien ja muiden sytokiinien ilmentymistä
nisäkässoluviljelmissä ja hiirissä. Nukleofosmiini on mm. ribosomien kokoamisessa ja
kuljetuksessa toimiva proteiini, jonka on havaittu siirtyvän tumajyväsestä nukleoplasmaan
sytotoksisten aineiden, genotoksisen stressin ja myös virusinfektion seurauksena. STAT3 on
interleukiini-6-tyypin ja muiden sytokiinien signaloinnissa toimiva transkriptioaktivaattori.
Tässä tutkimuksessa bakulovirus ei aikaansaanut muutoksia näiden proteiinien
lokalisaatiossa, joten se ei todennäköisesti aiheuta voimakasta interferonivastetta
nisäkässoluissa. Tutkimuksessa saadut tulokset ovat tärkeitä bakuloviruksen
geeniterapiakäytön tutkimuksen ja kehityksen kannalta.
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Baculoviruses (Baculoviridae) are a group of double-stranded DNA-viruses that infect
insects. They have been used as a gene transfer vehicle in mammalian cells and are
considered to be promising gene therapy vectors. Baculoviruses do not replicate in
mammalian cells, their cytotoxicity is low and they are easy to produce and purify. The events
during baculovirus transduction into mammalian cells are, however, not well known. The aim
of this study was to detect the interactions of the baculovirus with nuclear proteins PML,
NPM, STAT3, TBP and TFIIB.
The promyelocytic leukemiaprotein nuclear bodies (PML NBs) are protein structures in the
interchromatin space, the most important component being PML-protein. PML NBs are
linked to several events but their exact function is unknown. They have been suggested as
intranuclear dumps or deposits for excess proteins, to be part of intranuclear immune response
or the site for some other specific event. Previously, double-stranded DNA-viruses have
shown to localize into PML NBs and their transcription and replication takes place in close
distance with these structures. In this study, baculovirus colocalized with PML-protein's
isoforms I - VI and localized to PML-structures in 6 - 24 hours post transduction. PML NBs
might be involved for example in the immediate early protein transcription of baculovirus or
in the disintegration of the virus capsids.
TATA-binding protein (TBP) and transcription factor 2B (TFIIB) are part of the transcription
machinery of RNA polymerase II in eukaryotic cells. The immediate early genes of the
baculovirus are transcribed by host RNA polymerase II in insect cells. In this study, the virus
did not localize with either of the proteins in mammalian cells in 6 - 24 hours post
transduction.
Although the cytotoxicity of the baculovirus in mammalian cells is low, it has been seen to
cause the production of type 1 interferons and other cytokines in mammalian cell cultures and
mice. Nucleophosmin is a protein involved in the assembly and transport of the ribosomes
and it has been seen to re-localize from nucleolus to nucleoplasm as a result of cytotoxic
agents, genotoxic stress and viral infection. STAT3 is a transcription activator functioning in
the signalling of interleukin-6- and other type of cytokines. In this study, the localization of
neither of the proteins changed as a result of the baculovirus transduction, so baculovirus
probably doesn't cause strong interferon response in mammalian cells. The results obtained
here are important for the research and development of baculovirus gene therapy vectors.
ESIPUHE
Pro gradu -tutkielmaani liittyvät työt tein Jyväskylän yliopistossa bio- ja ympäristötieteiden
laitoksella Maija Vihinen-Rannan johtamassa tutkimusryhmässä ja ne tulevat olemaan osa
myöhemmin julkaistavaa artikkelia. Haluan kiittää kaikkia ryhmän jäseniä, jotka ovat olleet
suurena apuna työn suorituksessa. Erityiskiitokset haluan osoittaa ohjaajilleni Johanna
Rinteelle, Maija Vihinen-Rannalle ja Maria Halmekydölle opinnäytetyöhöni käyttämästään
ajasta ja panostuksesta sekä Juuso Lehtivarjolle tuesta ja kannustuksesta silloin, kun sitä
eniten tarvitsin.
Kuopiossa 26.3.2007
_____________________________
Anna-Kaisa Hytönen
LYHENNELUETTELO
AAF Interferoni-?-aktivoituva tekijä
AcMNPV Autographa californica multiple nukleopolyhedrovirus
BRE TFIIB-responssielementti
BV Silmikoitu bakulovirus
CBP CREB:iin sitoutuva proteiini
CPV Koiran parvovirus
DMEM Kasvatusmedium (engl. Dulbecco's modified Eagle's medium)
DPE Alavirran pro moottorielementti
EBV Ebstein-Barr-virus
EGFP Vihreä fluoresoiva proteiini
EGT-entsyymi Ekdysteroidi-UDP-glukosyylitransferaasientsyymi
EYFP Keltainen fluoresoiva proteiini
FCS Naudan sikiön seerumi
GAF Interferoni-µ-aktivoituva tekijä
GAS Interferoni-µ-aktivoituva paikka
GV Granulovirus
HepG2 Ihmisen maksasyöpäsolulinja (engl. Human hepatocellular liver
carcinoma cell line)
HSV-1 Herpes simplex 1 -virus
IFN Interferoni
IFNAR1 Interferoni-?-reseptori 1
INR Initiaattorisekvenssi
IRF-1 Interferonisäätelytekijä 1
ISGF3 Interferonistimuloitu geenitekijä 3
ISRE Interferonistimuloitu responssielementti
JAK1 Janus-aktivoituva kinaasi 1
LCMV Lymfosyyttinen koriomeningiittivirus
MDA5 Melanoomaerilaistuneisuusantigeeni 5
MEM Kasvatusmedium (engl. Minimum Essential Medium)
MNPV Nukleopolyhedrovirus, jolla vaipan sisään on pakattu useampia
nukleokapsideita
MOI Viruspartikkelien määrä solua kohden
NK-solu Luonnollinen tappajasolu
NLFK Kissan munuaissolulinja (engl. Norden laboratories feline kidney
cell line)
NPM Nukleofosmiini
NPV Nukleopolyhedrovirus
ODV Bakuloviruksen okkluusiomuoto
PBS Fosfaattipuskuroitu suolaliuos
PCNA DNA:n korjauksessa toimiva proteiini (engl. Proliferating Cell
Nuclear Antigen)
PFA-PBS Paraformaldehydi-PBS
PFU/ml Viruspartikkelien määrä millilitrassa
PML-proteiini Promyelosyyttileukemiaproteiini
PML-rakenne Promyelosyyttileukemiaproteiinitumarakenne
RBCC RING-domeenin, kahden B-boksi-sinkkisormen ja kiertyneen
kierteen muodostama motiivi
RIG-I Retioniinihappoindusoitava proteiini I
RING-domeeni Kaksi sinkkiatomia sitova 60 aminohapon domeeni (engl. Really
Interesting New Gene)
Sf9 Hyönteissolulinja (Spodoptera frugiperda)
SNPV Nukleopolyhedrovirus, jolla vaippaan on pakattu yksittäinen
nukleokapsidi
STAT Signaalinvälittäjä ja transkription aktivaattori
SUMO1 Pieni ubikitiiniin liittyvä muokkaaja (engl. Small Ubiquitin-related
Modifier)
TAFII TBP-yhdistetty tekijä
TBP TATA:an sitoutuva proteiini
TFIIB Transkriptiofaktori IIB
TRIM Kolminkeskinen motiivi
TYK2 Tyrosiinikinaasi 2
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91. JOHDANTO
Virukset voivat infektoida kaikkia elämänmuotoja bakteereista nisäkkäisiin. Samoin niiden
vaikutukset isäntäsolulle vaihtelevat suuresti virus- ja solutyypin, solusyklin vaiheen ja solun
yleisen fysiologisen tilan mukaan. Virusinfektiot ja niiden vaikutukset isäntäsoluun voidaan
jakaa kolmeen luokkaan: sytolyyttisiin, joissa uusien virionien tuotto tappaa solun, pysyviin,
joissa virus tai sen genomi jää soluun tappamatta sitä, ja transformoiviin, joissa virus ei tapa
solua, mutta aiheuttaa muutoksia, jotka voivat johtaa solun muuttumiseen pahanlaatuiseksi.
Solun fysiologisella tilalla on tärkeä merkitys virusinfektion lopputulokselle, koska virus
tarvitsee lisääntyäkseen solun synteettistä koneistoa ja molekyylejä, esimerkiksi amino- ja
nukleiinihappoja. Ei siis ihme, että virus pyrkii säätelemään isäntäsoluaan erilaisin
geneettisin, biokemiallisin, fysiologisin ja morfologisin muutoksin.
Virukset ovat kehittäneet erilaisia tapoja muokata ja hyväksikäyttää solun biokemiallisia
tapahtumia. Monet viruksen geeneistä sisältävät sitoutumiskohtia solun transkriptiotekijöille,
jotka yhdessä viruksen omien säätelyproteiinien kanssa aktivoivat tai repressoivat viruksen ja
solun geenien transkriptiota. Säädelläkseen solun biokemiallisia prosesseja viruksen proteiinit
ovat interaktiossa näitä tapahtumia säätelevien solun proteiinien kanssa. Joissakin tapauksissa
virukset saavat solun yli-ilmentämään ja erittämään säätelymolekyylejä, jotka aktivoivat
autokriinisesti esimerkiksi viruksen replikaatioon tai latentista tilasta aktivoitumiseen liittyviä
reaktioita tai inhiboivat parakriinisesti immuunisolujen biokemiallisia reaktioita. Virukset
myös inhiboivat solun proteiinien ja nukleiinihappojen synteesiä lisätäkseen omien
molekyyliensä tuottoa. Viruspartikkelit voivat vahingoittaa kromosomeja suoraan tai
epäsuorasti jonkin sen RNA:n, DNA:n tai proteiinien synteesiin liittyvän tapahtuman
johdosta. Solu voi kuolla kromosomivaurion johdosta tai selvitä infektiosta, jolloin vaurio voi
korjaantua tai jäädä soluun. Viruksen genomi voi myös jäädä soluun infektion jälkeen ja
mahdollisesti johtaa solun geenien epästabiiliuteen tai muutoksiin niiden ilmentymisessä ja
sitä kautta solun pahanlaatuistumiseen. Viruksen isäntäsolulle aiheuttamat muutokset ovat
moninaisia ja tapahtuvat vaihtelevilla mekanismeilla. Virologisen tutkimusten antama
lisätieto näistä muutoksista auttaa meitä suojaamaan soluja vahingollisilta tapahtumilta.
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS
2.1 Baculoviridae
Bakulovirukset (Baculoviridae) ovat ryhmä Lepidoptera-lahkon hyönteisiä infektoivia
viruksia (Blissard 1996, Volkman 1997). Ne ovat suuria, vaipallisia kaksijuosteisia DNA-
viruksia (80 - 180 kep), joille on tyypillistä sauvamainen muoto. Baculoviridae jakautuu
kahteen sukuun: nukleopolyhedroviruksiin (NPV) ja granuloviruksiin (GV). GV:issä
yksittäinen nukleokapsidi on ympäröity vaippaan, kun taas NPV:issä joko yksittäinen (SNPV)
tai useampi (MNPV) nukleokapsidi on pakattu samaan vaippaan. Koska GV:iden lisäämiseen
tarvittavien soluviljelmien kehittäminen on osoittautunut työlääksi (Winstantley ja Crook
1993), on bakulovirustutkimus keskittynyt pääasiassa NPV:ihin. Johtuen isäntäorganismien
suuresta lajikirjosta ja kyvystään infektoida myös merkittäviä maatalouden tuhohyönteisiä,
Autographa californica multiple nukleopolyhedrovirus (AcMNPV) on eniten tutkittu
bakulovirus. Sen genomi on noin 130 kep:n pituinen sisältäen 154 avointa lukukehystä
(Blissard 1996, Volkman 1997).
Bakuloviruksinfektion aikana tuotetaan kahta fenotyypiltään erilaista virionia: silmikoitua
muotoa (engl. budded virion, BV) ja okkluusiomuotoa (engl. occlusion derived virion, ODV).
Näitä tuotetaan infektiosyklin eri vaiheissa ja paikassa solua ja ne pääsevät isäntäsoluun
erilaisilla mekanismeilla. Virionimuodot eroavat toisistaan rakenteeltaan (ks. kuva 1), johtuen
niiden erilaisista funktioista infektiossa. ODV:n vaipan sisällä olevien nukleokapsidien määrä
vaihtelee bakuloviruksen tyypin mukaan. Vaippa on lipidikaksoiskalvo, jossa on useita
rakenteellisia proteiineja, joiden on ajateltu toimivan infektiossa: p25, PDV-E66, ODV-E56 ja
p74. Nukleokapsidien ja vaipan välissä on myös tegumentti, joka sisältää mm. gp41-
proteiinia. ODV:t tuotetaan infektion hyvin myöhäisessä vaiheessa. Isäntäsolun tuottamiin
nukleokapsideihin lisätään vaippa tuman sisällä ja ne suljetaan okkluusiomatriisiproteiinin
sisään. NPV:issä tämä proteiini on polyhedriini ja GV:issä granuliini. Silmikoidut virionit
muodostuvat tyypillisesti yhdestä sauvamaisesta nukleokapsidista, jota ympäröi
lipidikaksoiskalvosta muodostunut löysä vaippa. Vaippa on peräisin isäntäsolun muokatusta
solukalvosta, jonka BV saa ympärilleen silmikoituessaan infektiosyklin myöhäisessä
vaiheessa solun pinnasta. Virionin vaipan toisessa päässä voidaan havaita piikkimäisiä
rakenteita, jotka ovat muodostuneet pääosin vaippaproteiini gp64:stä (Blissard 1996).
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Kuva 1. Bakuloviruksen eri virionityyppien, silmikoidun muodon (BV) ja okkluusiomuodon (ODV), rakenteet.
Virionityypit eroavat toisistaan myös vaipan lipidikoostumukseltaan (Braunagel ja Summers
1994). Sf9-hyönteissoluista (Spodoptera frugiperda) silmikoituneissa BV:issä vaipan
lipideistä 50 % havaittiin olevan fosfatidyyliseriiniä, kun taas fosfatidyylikoliinin (39 %) ja
fosfatidyylietanoliamiinin (30 %) todettiin olevan ODV:n vaipan tärkeimmät fosfolipidit.
ODV:n vaippa erosi Sf9:n tumakalvon koostumuksesta. Koska vaipan lipidikoostumus
vaikuttaa merkittävästi membraanin juoksevuuteen ja mahdollisesti myös proteiinien
liikkuvuuteen, koostumus on todennäköisesti tärkeä virionifenotyyppien toiminnan kannalta.
BV:n vaippa on koostumusanalyysin perusteella fluidimpi kuin ODV:n ja ODV:n vaipan
proteiinikonsentraatio on ilmeisesti suurempi (Braunagel ja Summers 1994).
2.1.1 Hyönteissolujen bakulovirusinfektio
AcMNPV infektoi spesifisesti yli 30:tä Lepidoptera–lahkon hyönteislajia (Blissard 1996).
Hyönteisen toukka saa elimistöönsä bakuloviruksen okkluusiopartikkeleita viruksella
kontaminoituneesta ravinnosta ja toukan keskisuolen emäksinen pH liuottaa partikkelit ja
Polyhedriini
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vapauttaa ODV:t. Okkluusiomuodon virionit infektoivat erilaistuneita ja erilaistuvia
keskisuolen lieriöepiteelisoluja (Flipsen ym. 1995). Horton ja Burand (1993) ovat löytäneet
viitteitä siitä, että ODV:t sitoutuvat epiteelisolujen sukasreunukselle spesifisten
sitoutumispaikkojen avulla. Sitouduttuaan ODV siirtyy soluun sen vaipan fuusioituessa
solukalvoon (Horton ja Burand, 1993).
Infektion sekundäärivaiheessa solut alkavat tuottaa BV-muotoa ja on havaittu, että osa ODV-
virioneista muuttuisi BV:iksi infektion nopean leviämisen varmistamiseksi (Blissard 1996).
BV:t silmikoituvat solun basaalipuolelta ja leviävät organismiin ilmaputkiston solujen ja
hemosyyttien kautta. Ne pääsevät soluun adsorptiivisen endosytoosin avulla (Volkman ja
Goldsmith 1985). BV sitoutuu mahdollisesti sille spesifiseen reseptoriin solun pinnalla ja se
otetaan solunsisäisiin vesikkeleihin (Wang ym. 1997). Reseptoria ei kuitenkaan ole vielä
tunnistettu. Nukleokapsidi vapautetaan endosomeista sen vaipan fuusioituessa vesikkelin
kanssa pH-riippuvaisesti gp64-proteiinin avulla (Blissard ja Wenz, 1992), jonka jälkeen
kapsidi indusoi aktiinifilamenttien muodostusta ja kulkeutuu niitä pitkin tuman läheisyyteen
(Lanier ja Volkman, 1998). Bakuloviruksen DNA vapautetaan kapsidista joko tuman lähellä
tai sen sisällä riippuen virustyypistä. GV:t vapauttavat DNA:nsa suoraan tumahuokosen läpi,
kun taas NPV:t siirtyvät huokosen läpi nukleokapsideina ja vapauttavat DNA:n vasta tuman
sisällä (Blissard, 1996).
Bakulovirusinfektio jakautuu varhaiseen (0 - 6 tuntia infektion aloituksesta), myöhäiseen (6 -
24 tuntia) ja hyvin myöhäiseen vaiheeseen (18 - 72 tuntia) (Blissard, 1996). Bakuloviruksen
varhaisten geenien transkriptio tapahtuu isäntäsolun RNA-polymeraasi II:n avulla (Hoopes ja
Rohrmann, 1991). Varhaisessa vaiheessa ilmennetään proteiineja, joiden on havaittu toimivan
viraalisen DNA:n transkription säätelyssä, esimerkiksi IE0, IE1, IE2 ja PE38/P34 (Blissard,
1996). Bakuloviruksen lähetti-RNA:ta ei silmukoida lukuun ottamatta ie0-geenin RNA:ta
(Chisholm ja Henner, 1988). Infektion katsotaan siirtyneen myöhäiseen vaiheeseen, kun
viraalista DNA:ta aletaan replikoida, bakuloviruksen oma RNA-polymeraasi toimii ja
isäntäsolun transkriptiota inhiboidaan (Blissard 1996). Myöhäisessä vaiheessa tuotetaan mm.
kapsidiproteiineja ja transkriptioon tarvittavia useita bakuloviruksen omia proteiineja.
Myöhäisiä ja hyvin myöhäisiä geenejä transkriptoiva viruksen oma RNA-polymeraasi
koostuu vain neljästä viruksen koodittamasta proteiinista (Guarino ym. 1998). Isäntäsolun
proteiinien osuutta myöhäisten ja hyvin myöhäisten geenien transkriptioon ei tunneta
(Blissard 1996, Guarino ym. 1998). Myöhäisten geenien ilmentämisen jälkeen
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nukleokapsidien kokoaminen alkaa isäntäsolun tumassa, jonne proteiinit kuljetetaan (Blissard
1996). Prosessiin osallistuu myös elektronimikroskoopilla havaittu tiheä alue tumassa, niin
kutsuttu virogeeninen strooma, jossa kapsidit ovat kiinni kokoamisen ajan (Fraser 1986).
DNA lisätään kapsideihin vasta kokoamisen jälkeen. Siitä millä mekanismilla valitaan tuleeko
tuotetusta nukleokapsidista BV vai ODV muoto, ei tiedetä. BV-virionit kuljetetaan
solukalvolle silmikoitumista varten ja ODV-kapsidit jäävät tumaan vaipan lisäämistä varten
(Blissard 1996)
Infektio siirtyy hyvin myöhäiseen vaiheeseen, kun myöhäisten geenien ilmentäminen lakkaa
ja hyvin myöhäisten geenien niin kutsuttu hyperekspressio alkaa (Blissard 1996). Tällaisia
geenejä ovat mm. okkluusiopartikkeliproteiinit ja okkluusiopartikkelin muodostuksessa
tarvittavat proteiinit. Hyvin myöhäisessä vaiheessa okkluusioproteiinit kiteytyvät vaipallisten
virionien ympärille ja prosessi täydennetään partikkelia ympäröivän proteiini-
hiilihydraattirakenteen lisäämisellä. Okkluusiopartikkelien kypsyminen ja vapautuminen
vaatii hyvin myöhäistä proteiinia p10 (Van Oers ym. 1994). Ilman sitä polyhedroja ei
vapauteta solulyysissä ja ne ovat rakenteeltaan hauraita ja alttiita fyysisten tekijöiden
aiheuttamille vaurioille (Blissard 1996).
Bakulovirusinfektion seurauksena toukan metamorfoosi ei etene. Tämä johtuu viruksen
ekdysteroidi-UDP-glukosyylitransferaasi-entsyymistä, joka katalysoi toukan ekdysteroidien
konjugaatiota glukoosin tai galaktoosin kanssa ja näin inaktivoi steroideja (O'Reilly 1995).
Ekdysteroidit aktivoivat normaalisti toukan kuorenvaihtoa ja siirtymistä kotelovaiheeseen.
EGT-entsyymin seurauksena toukka ei myöskään lopeta syömistä niin kuin se normaalisti
tekisi kuorenvaihdon yhteydessä, jonka seurauksena sen koko kasvaa ja sen soluissa tuotetaan
enemmän virusta. Infektion loppuvaiheessa toukka hajoaa nesteytymisen seurauksena ja
vapauttaa tuotetut ODV:t ympäristöön (ks. kuva 2) (Blissard 1996). Prosessi tapahtuu
bakuloviruksen kolmen geenituotteen toiminnan seurauksena: p35:n, v-cathin ja kitinaasin
avulla (Clem ym. 1994, Slack ym. 1995, Hawtin ym. 1995). Näistä p35 estää toukan solujen
menoa apoptoosiin ja proteaasit v-cath ja kitinaasi hajottavat soluja, niiden välisiä liitoksia ja
toukan kutikulaa.
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Kuva 2. A) Infektoitumaton viidennen vaiheen Trichoplusia ni –toukka. B) AcMNPV:n infektoima toukka
aikaisemmassa patogeneesivaiheessa. C) Viimeinen patogeneesin vaihe: nesteytyminen (lähde:
http://epmb.berkeley.edu:8080/facPage/dispFP.php?I=34).
2.1.2 Bakuloviruksen käyttö laboratoriosovelluksissa
Bakuloviruksia on käytetty pitkään ja laajalti rekombinanttiproteiinien tuottoon
hyönteissoluissa, sillä menetelmällä on useita merkittäviä etuja (Hu 2005). Koska
hyönteissolut ovat eukaryoottisoluja, menetelmällä tuotetut proteiinit muokataan translaation
jälkeen oikein. Bakuloviruksen genomi on suuri, joten siihen voidaan liittää suuriakin DNA-
pätkiä ja virus on turvallinen käyttää, koska se ei infektoi ihmisiä. Menetelmän proteiinisaanto
on suuri, kun käytetään vahvoja promoottoreja kuten p10-proteiinin promoottoria. Kauan
ajateltiin, että bakulovirus ei pääse muihin kuin hyönteissoluihin, kunnes Volkman ja
Goldsmith (1983) havaitsivat bakuloviruksen menevän myös nisäkässoluihin, mutta ei
lisääntyvän niissä. Sekä Hofmann kollegoineen (1995) että Boyce ja Bucher (1996)
havaitsivat, että bakuloviruksen avulla pystytään myös viemään ja ilmentämään
eukaryoottipromoottorin ohjaamana virukselle vieraita geenejä ihmisen maksasolulinjoissa ja
rotan primäärimaksasoluviljelmässä. Myöhemmin Shoji kollegoineen (1997) osoitti, että
DNA-ekspressiota tapahtuu myös muuta kudosalkuperää olevissa solulinjoissa promoottoria
muokkaamalla. Bakuloviruksen on havaittu pääsevän myös jakautumattomiin nisäkässoluihin
(Van Loo ym. 2001).
Bakulovirusta on alettu tutkia ja käyttää erilaisissa geeninsiirtoa vaativissa sovelluksissa,
koska sen genomiin voidaan liittää suuriakin inserttejä, se ei aiheuta nisäkässolussa viruksen
replikaatioon liittyviä sivuvaikutuksia, se ei ole nisäkässoluille toksinen ja
bakulovirusvektoreiden rakennus, tuotto ja puhdistus ovat yleisimpiin geeninsiirtovektoreihin
verrattuna helppoa (Hu 2005). Bakulovirusvälitteisen geeninsiirron avulla on pystytty
esimerkiksi mallintamaan reseptoreiden ja geenien vuorovaikutuksia in vitro ja tutkimaan
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soluviljelmissä normaalisti jakautumattomien virusten infektiota (Hu, 2005).
Bakulovirusvektoreita on käytetty myös pysyvien solulinjojen valmistukseen (Merrihew ym.
2001). Edellä mainittujen hyvien ominaisuuksiensa vuoksi sitä on tutkittu myös mahdollisena
geeniterapiavektorina (Hu 2005, Löser ym. 2002).
2.1.3 Bakuloviruksen sisäänmeno nisäkässoluun ja vuorovaikutukset solun kanssa
Bakuloviruksen sisäänmenon nisäkässoluun on ajateltu vastaavan sen infektiota
hyönteissolussa. Sen on havaittu pääsevän nisäkässoluun klatriinivälitteisen endosytoosin ja
mahdollisesti myös makropinosytoosin avulla (Matilainen ym. 2005). Virus vapautuu
sytoplasmaan varhaisista endosomeista vaipan fuusioituessa pH-riippuvaisella mekanismilla
endosomiin, jonka jälkeen virus kuljetetaan tumaan aktiinin avulla (Van Loo ym. 2001,
Salminen ym. 2005). Nukleokapsidi kuljetetaan kokonaisena tumahuokosen läpi ja on
havaittavissa tumassa noin neljä tuntia transduktiosta (Van Loo ym. 2001, Kukkonen ym.
2003, Matilainen ym. 2005).
Bakuloviruksen geenien ei ole uskottu ilmentyvän nisäkässoluissa ollenkaan, koska virus ei
aiheuta infektiota nisäkkäissä ja infektion eteneminen hyönteissoluissa on riippuvainen
varhaisten geenien ilmentymisestä näiden geenituotteiden toimiessa myöhäisten ja hyvin
myöhäisten geenien transkription säätelyssä. Yksityiskohtaisista tapahtumista nisäkässolun
tuman sisällä bakulovirustransduktion aikana tiedetään kuitenkin hyvin vähän. Äskettäin on
havaittu, että transduktion yhteydessä tapahtuisikin transkriptiota useista bakuloviruksen
varhaisista geeneistä, ja että isäntäsolun ?-aktiini-geenin ilmentyminen lisääntyisi
transduktion seurauksena (Fujita ym. 2006). Vielä ei kuitenkaan tiedetä tapahtuuko
proteiinien translaatiota vai jääkö ekspressio vain lähetti-RNA:n tasolle ja mikä merkitys
geenien ilmentymisellä on isäntäsolulle.
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2.2 Geeniterapia
Geeniterapialla tarkoitetaan molekulaarisen lääketieteen muotoa, jossa kohdesoluihin lisätään
geneettistä materiaalia, jonka tarkoitus on parantaa jokin perinnöllinen tai hankittu sairaus tai
hidastaa sen etenemistä. Kohteena voivat olla yksittäiset solut, jokin kudos tai kokonainen
elin. Alun perin geeniterapia kehitettiin korjaamaan pysyvästi yksittäisestä geenivirheestä
johtuvia sairauksia, kuten kystistä fibroosia. Geeniterapiahoidon kohteet ovat kuitenkin
lisääntyneet ja nykyään tutkitaan muun muassa sen käyttöä syöpäsolujen,
immuunijärjestelmän tai kudosten muokkaajana. Geeninsiirron onnistumiseksi tarvitaan
teknologioita, joilla DNA:ta voidaan siirtää erilaisiin kohdetyyppeihin. Siirto voidaan tehdä
joko ex vivo, jolloin siirtogeeni lisätään potilaasta eristettyihin soluihin ja solut siirretään
takaisin potilaaseen, tai in vivo, jolloin siirtogeenivektori injektoidaan suoraan potilaaseen (ks.
kuva 3). Geeniterapiasovellusten käytön suurimpana esteenä onkin ollut tehokkaiden ja
turvallisten geeninsiirtovektoreiden kehittäminen (Verma ja Weitzman 2005, Worgall 2005).
Kuva 3. Ex vivo -geeniterapiassa siirtogeeni lisätään potilaan soluihin elimistön ulkopuolella, in vivo -terapiassa
siirtogeeni injektoidaan elimistöön (lähde:http://www.mayoclinicproceedings.com/inside.asp?AID=454).
Geeniterapiavektorilta vaaditaan monia erilaisia ominaisuuksia. Sitä pitäisi pystyä tuottamaan
tehokkaasti ja toistettavasti konsentroituneessa muodossa. Sen pitää pystyä transdusoimaan
nimenomaan ne solutyypit, jotka ovat taudin hoidon kannalta oleellisia, olivat ne sitten
jakautuvia tai jakautumattomia. Yleensä tavoitteena on myös pysyvän geeni-ilmentämisen
saavuttaminen, joka vaatii vektorin DNA:n integroitumista isäntäsolun genomiin tai
säilymistä solussa itsenäisenä episomina. Genomiin integroitumisen ei kuitenkaan tulisi
vaikuttaa siirtogeenin säätelyelementtien toimintaan, koska hoitogeenin ilmentämiseen
Potilaasta eristetään
soluja
Soluihin
lisätään
siirtogeeni
ex vivo
Solut siirretään
takaisin potilaaseen
Vektori injektoidaan
potilaaseen
Terapeuttinen
vaikutus
Ex vivo In vivo
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tarvitaan usein hienovaraista säätelyä. Vektorin ei tulisi myöskään olla patogeeninen eikä
aikaansaada ei-toivottuja immuunireaktioita tai muita sivuvaikutuksia potilaassa (Verma ja
Weitzman 2005).
Tällä hetkellä kehitetyt ja käytössä olevat geeninsiirtovektorit jakautuvat kahteen kategoriaan:
ei-viraalisiin ja viraalisiin vektoreihin. Ei-viraalisissa vektoreissa paljas DNA-plasmidi
kuljetetaan kohteeseensa suoran injektion, liposomeiksi kutsuttujen kationisten lipidien
muodostamien ”pallojen”, nanopartikkelien ynnä muiden avulla. Ei-viraalisia vektoreita
pystytään yleensä tuottamaan suuria määriä toistettavasti ja ne aiheuttavat vain vähän toksisia
tai immunologisia reaktioita. Näiden vektoreiden ongelmana on kuitenkin heikko
geeninsiirtotehokkuus ja siirtogeenin ilmentämisen lyhytaikaisuus (Verma ja Weitzman 2005,
Worgall 2005).
Virusvektorit on kehitetty lisääntymiskyvyttömiksi heikennetyistä RNA- ja DNA-viruksista ja
niitä on sekä integroituvia että integroitumattomia. Erityisesti retrovirusvektoreita on tutkittu
elinikäisen ilmentämisen aikaansaavina sovelluksina, mutta myös muista viruksista saaduilla
episomeina säilyvillä vektoreilla voidaan saavuttaa pitkäikäinen ilmentyminen varsinkin
jakautumattomissa soluissa. Useiden virusvektoreiden heikkous on niiden valmistuksessa:
vektoreita valmistetaan soluviljelmissä, jossa niiden tuottaminen konsentroidusti ja ennen
kaikkea toistettavasti on haasteellista. Virusvektorit valmistetaan poistamalla viruksen
genomista kaikki vektorille tarpeeton ja varsinkin geenit, jotka liittyvät sairauden
aiheuttamiseen isäntäsolussa tai viruksen patogeenisyyteen. Usein vektoriin jätetään vain
replikaatioon, kokoamiseen ja DNA:n lisäämiseen sekä siirtogeenin soluunkuljettamiseen
tarvittavat jaksot. Suurin osa virusvektoreita on kehitetty adeno-, AAV- (engl. adeno-
associated virus), retro-, lenti- ja herpesviruksista (Verma ja Weitzman 2005, Worgall 2005).
2.2.1 Bakulovirus geeniterapiassa
Turvallisuutensa ja tehokkaan geeninsiirtokykynsä vuoksi bakulovirusta on tutkittu
mahdollisena geeniterapiavektorina. Toimivia in vivo -sovelluksia ei kuitenkaan vielä ole
onnistuttu kehittämään suurissa määrin. Hofmann ja kollegat (1998) havaitsivat, että viruksen
geeninsiirtotehokkuus parani merkittävästi hiirillä, joilla veren komplementtijärjestelmä oli
toimimaton. Tekemällä geenisiirto suoraan kanin kaulavaltimon soluihin verikontaktia
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välttäen bakulovirusvektorilla on saavutettu adenovirusvektoria vastaava
geeninsiirtotehokkuus (Airenne ym. 2000). Muokkaamattomia bakulovirusvektoreita on
ruiskutettu suoraan jyrsijöiden aivoihin, jossa ne eivät joudu vektorin inaktivoitumiseen
johtavaan kontaktiin komplementtiproteiinien kanssa (Lehtolainen ym. 2002). Aivoissa
vektoreiden havaittiin hakeutuvan aivokammion suonipunoksen (engl. choroids plexus)
soluihin 76 % ± 14 % tehokkuudella, joten bakulovirusta voidaan pitää potentiaalisena
vektorina juuri näihin soluihin kohdistuvaan geeninsiirtoon. Komplementtijärjestelmän
aiheuttamaa vektorin inaktivaatiota on yritetty estää onnistuneesti lisäämällä sen vaippaan
hajoamista nopeuttava tekijä (engl. decay-accelerating factor), joka estää
komplementtijärjestelmän konvertaaseja toimimasta ja nopeuttaa C3bBb- ja C4b2a-
kompleksien hajotusta (Hüser ym. 2001).  Toinen mahdollinen bakulovirusvektorivälitteisen
geeninsiirron estäjä saattaa olla hepariini tai hepariinin tyyppiset tekijät, joiden on havaittu
estävän geeninsiirtoa soluviljelmissä (Hofmann ja Strauss 1998). Myös solujen väliset
liitokset ja parasellulaariset liitoskompleksit näyttävät estävän tehokasta geeninsiirtoa (Bilello
ym. 2001, Bilello ym. 2003).
Suurin osa bakulovirusvektoreiden tutkimuksesta on painottunut in vivo –geeniterapiaan,
mutta sen käyttöä on tutkittu myös ex vivo. Sandig kollegoineen (1996) tutki bakuloviruksen
käyttöä ihmisen maksajaokkeiden ex vivo –perfuusiomallissa ja 15 minuutin perfuusion
tuloksena kaikissa tutkituissa jaokkeissa havaittiin tapahtuneen transduktiota kohtuullisilla
tehokkuuksilla. Bakuloviruksen käyttöä rustokudoksen muokkauksessa on tutkittu, ja sen
avulla on pystytty viemään erilaistumista aikaansaavia kasvutekijöitä kondrosyytteihin ja
mesenkymaalisiin kantasoluihin ilman, että bakulovirustransduktio muuttaisi itsessään niiden
erilaistumisastetta (Hu 2005).
Eräs bakulovirusvektoreiden käyttöön liittyvä ongelma on niiden ultrasentrifugaatioon
perustuva puhdistusmenetelmä, joka on työlästä, aikaa vievää ja aiheuttaa tuotettujen virusten
aggregaatiota (Hu 2005). Ongelmaan on etsitty ratkaisua lisäämällä viruksen vaippaan
heksahistidiinileima, jonka avulla virukset voidaan puhdistaa korkeaan puhtausasteeseen
yksinkertaisella affiniteettikromatografiamenetelmällä (Hu ym. 2003). Bakulovirusvektoreita
on onnistuttu käyttämään myös DNA-rokotteina pseudorabies-, influenssa- ja C
hepatiittiviruksia vastaan, kun vektoriin on lisätty jokin näiden virusten antigeenin geeni
(Aoki ym. 1999, Abe ym. 2003, Facciabene ym. 2004). Vastoinkäymisistä huolimatta
bakulovirusta pidetään edelleen lupaavana geeniterapiavektorina sen lukuisista hyvistä
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ominaisuuksista johtuen (Hu 2005, Löser 2002). Toimivien geeniterapiasovellusten
aikaansaamiseksi tarvitaan kuitenkin lisää bakuloviruksen solubiologian perustutkimusta.
2.3 Tumarakenteet
Nisäkässolun tuma on kaksoiskalvon ympäröimä rakenne, joka sisältää geenien
ilmentämiseen tarvittavan koneiston (ks. kuva 4). Aiemmin tuman ajateltiin olevan melko
vähäisesti organisoitunut rakenne, jonka sisältämät proteiinit ja DNA ajelehtivat vapaasti
nukleoplasmassa, mutta uudemmissa tutkimuksissa sen on havaittu jakautuvan erillisiin
toiminnallisiin alarakenteisiin tai osastoihin. Rakenteita ei erottele kalvot, vaan tuman
organisaatiosta vastaa niin kutsuttu tumamatriisi, jota ei kuitenkaan ole pystytty suoraan
havaitsemaan. Monet rakenteista ovat hyvin dynaamisia ja niiden ja nukleoplasman välillä
tapahtuu nopeaa proteiinikuljetusta. Erillisten alueiden puolesta puhuu tuman eri alueille
ominaiset toisistaan poikkeavat proteiinikoostumukset ja se, että alueet voidaan erottaa
toisistaan morfologisesti valo- ja elektronimikroskooppien avulla (Dundr ja Misteli 2001,
Lamond ja Earnshaw 1998, Spector 2001).
Kuva 4. Nisäkässolun tuma on jakautunut toiminnallisiin alarakenteisiin (Spector 2001).
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Tumaa ympäröi tumakalvo, jonka sisempi ja ulompi osa ovat paikoittain fuusioituneet yhteen
muodostaen tumahuokosia, joita pitkin kuljetus tuman ja sytoplasman välillä tapahtuu.
Nukleoplasmassa kromosomit ovat järjestyneet kromosomialueiksi, joiden pinnalla aktiivisten
geenien on ajateltu sijaitsevan. Transkription on havaittu tapahtuvan tuhansissa paikoissa
ympäri tumaa. Lähetti-RNA:n silmukoinnista vastaavat tekijät ovat lokalisoituneet 25 - 50
niin kutsutuiksi nuclear speckleiksi, jotka ovat jakautuneet ympäri nukleoplasmaa.
Silmukointitekijöitä on jakautunut myös 1 - 10 Cajal-rakenteeseen, joiden on ajateltu liittyvän
pienten tuman ribonukleoproteiinien (engl. small nuclear ribonucleoproteins) ja pienten
tumajyväsen ribonukleoproteiinien (engl. small nucleolar ribonucleoproteins) biogeneesiin ja
kuljetukseen. Tumarakenteista ehkä huomattavin on tumajyvänen. Niitä on solua kohti 1 - 5
kappaletta ja ne osallistuvat ribosomaalisen RNA:n synteesiin ja prosessointiin sekä
ribosomin alayksiköiden kokoamiseen. Muita tuman rakenteita ovat esimerkiksi niin kutsutut
gemsit ja PML-rakenteet (Dundr ja Misteli 2001, Spector 2001).
2.3.1 Promyelosyyttileukemiaproteiinitumarakenteet
Promyelosyyttileukemiaproteiinitumarakenteet (PML-rakenteet, engl. promyelocytic leukemia
protein nuclear bodies) ovat tumansisäisiä proteiinirakenteita, joita on havaittu kaikkien
tutkittujen nisäkässolulinjojen interkromatiinitilassa (Borden 2002, Dellaire ja Bazett-Jones
2004). Rakenteet ovat liittyneinä tumamatriisiin (Melnick ja Licht 1999). Niiden määrä, koko
ja muoto vaihtelevat solutyypin ja solusyklin vaiheen mukaan, mutta keskimäärin tumasta
löytyy noin 5 - 30 renkaan tai pallon muotoista rakennetta, joiden koko vaihtelee 0,2 ja 1 µm
välillä (Borden 2002, Dellaire ja Bazett-Jones 2004). PML-rakenteiden määrä on karkeasti
suoraan verrannollinen solun proteiinisynteesiin, niin että G1-vaiheessa niiden lukumäärä on
suurin. Myös solun erilaistuneisuus vaikuttaa rakenteiden määrään: leukemiasoluissa ne ovat
hajonneet pistemäisiksi muodoiksi (Borden 2002, Dellaire ja Bazett-Jones 2004, Melnick ja
Licht, 1999).
PML-rakenteiden muodostumisen kannalta tärkein komponentti on
promyelosyyttileukemiaproteiini (PML-proteiini). Sen geeni koostuu yhdeksästä eksonista,
joiden vaihtoehtoisen silmukoitumisen tuloksena proteiinista syntyy useita erilaisia isoformeja
(Melnick ja Licht 1999). Soluissa on havaittu ilmentyvän seitsemää, kooltaan 48 - 97 kDa:n
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C-terminaalipäästään eroavaa isoformia, jotka on nimetty PML I - VII:ksi (Jensen ym. 2001).
Kaikkia ilmennetään suunnilleen saman verran. Eri isoformien yli-ilmentäminen soluissa
muuttaa PML rakenteiden määrää, kokoa ja muotoa (Beech ym. 2005). Suurin osa solun
PML-proteiineista osallistuu PML-rakenteiden muodostukseen, mutta niitä on löydetty myös
sytoplasmisista rakenteista ja liukoisena tumasta (Borden 2002). Isoformi VII löytyy
pääasiassa sytoplasmasta, mutta myös I - VI:ta on havaittu siellä (Flenghi ym. 1995). Yli 98
%:lla akuuttia promyelosyyttileukemiaa sairastavista potilaista on löydetty kromosomaalinen
translokaatio, jossa PML-proteiini on fuusioitunut retioniinihapporeseptori-?:aan, mistä
proteiini on saanut nimensä (Melnick ja Licht 1999).
PML-proteiini koostuu useasta toiminnallisesta domeenista. Kysteiini-rikkaan alueen
(aminohapot 57 - 222) kolme sinkkisormen kaltaista rakennetta osallistuvat proteiini-
interaktioihin. Ensimmäinen niistä on noin 60 aminohappoa pitkä RING-domeeni (engl.
Really Interesting New Gene), joka sitoo kaksi sinkkiatomia (ks. kuva 5). Se on havaittu yli
200 proteiinissa, joiden on todettu toimivan esimerkiksi transkriptiossa, tuumorisuppressiossa,
DNA:n korjauksessa ja replikaatiossa, apoptoosissa sekä virusvasteessa. RING-domeenia
seuraa kaksi B-boksi-sinkkisormea sekä ?-helikaalinen kiertynyt kierre (engl. coiled-coil),
jonka on ajateltu osallistuvan proteiini-interaktioihin ja kasvun suppressioon. Yhdessä nämä
rakenteet muodostavat RBCC:ksi (lyhenne RING-domeenin, B-boksin ja kiertyneen kierteen
alkukirjaimista) tai TRIM:ksi (kolminkeskinen motiivi, engl. Tripartite Motif) kutsutun
motiivin. Proteiini sisältää myös tumalokalisaatiosignaalin ja funktioltaan tuntemattoman
seriini/proliini-rikkaan alueen C-terminaalipäässään. Mutaatio missä tahansa edellä
mainituista osista estää PML-rakenteiden muodostumisen (Borden 2002, Dellaire ja Bazett-
Jones 2004, Melnick ja Licht 1999).
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Kuva 5. PML-proteiinin RING-domeenin rakenne kaksiulotteisena (Kentsis ja Borden 2000).
Promyelosyyttileukemiaproteiinin lisäksi PML-rakenteet koostuvat transkriptiotekijä Sp100-
ja SUMO1-proteiineista (pieni ubikitiiniin liittyvä muokkaaja, engl. small ubiquitin-related
modifier) ja jopa 40 muun proteiinin on todettu lokalisoituvan rakenteeseen. Näistä suurin osa
on RING-proteiineja. Proteiinien lokalisaatiota PML-rakenteisiin näyttää säätelevän SUMO-
1:n tekemät modifikaatiot PML-proteiinille ja Sp100:lle, ja sumoylaation epäilläänkin olevan
tärkein rakenteen muodostumisen ja koostumuksen säätelijä. PML-rakenteet ovat hyvin
dynaamisia rakenteita, jotka hajoavat tai muuttavat morfologiaansa erilaisten tekijöiden, kuten
raskasmetalli- tai lämpöshokkikäsittelyn, virusproteiinien transkription, DNA-vaurion,
apoptoosin tai transkription inhibition, aiheuttaman stressin seurauksena niin SUMO-1-
riippuvaisella kuin riippumattomalla mekanismilla (Borden 2002, Dellaire ja Bazett-Jones
2004, Melnick ja Licht 1999).
PML-rakenteet on yhdistetty useisiin solun toimintoihin, mutta niiden tarkkaa funktiota
solussa ei tiedetä. Koska PML-rakenteiden koostumus ja muoto vaihtelevat jopa saman solun
sisällä ja niiden on havaittu sitovan varsinkin solussa yli-ilmennettyjä proteiineja, on niiden
ajateltu toimivan joko tuman sisäisinä kaatopaikkoina tai väliaikaisina varastoina
ylimääräisille proteiineille (Borden 2002). Toisaalta, koska esimerkiksi interferoni indusoi
PML-proteiinin ilmentymistä (Lavau ym. 1995) ja sitä kautta PML-rakenteiden määrää ja
sitoutumiskykyä, on PML-rakenteiden ajateltu toimivan mahdollisesti eräänlaisena
tumansisäisenä immuunivasteena, joka sitoo itseensä solulle vahingollisia proteiineja. Tätä
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hypoteesia tukee myös havainto monien virusproteiinien lokalisoitumisesta rakenteeseen
(Maul 1998). Toisaalta RING-proteiinien ja niiden muodostamien rakenteiden on ajateltu
toimivan joissain tapauksissa katalyyttisenä pintana tai telineenä biokemiallisille reaktioille, ja
että näitä reaktioita muokattaisiin rakenteeseen sitoutuvien proteiinien koostumusta
vaihtelemalla (Kentsis ja Borden 2000).
RING-domeenien ja B-boksien oletettiin aikaisemmin virheellisesti olevan DNA:ta sitovia,
mutta sittemmin on osoitettu, että ne toimivat nimenomaan proteiini-proteiini-interaktiossa.
RING-proteiiniperheeseen kuuluu kuitenkin proteiineja, jotka toimivat transkription
säätelyssä (Zhong ym. 2000), joten myös PML-proteiinin ja -rakenteen roolia
transkriptioaktivaattoreina ja –repressoreina on tutkittu osittain ristiriitaisin tuloksin (Borden
2002, Melnick ja Licht 1999). Yli-ilmennetyn PML-proteiinin on todettu aikaansaavan
transkription lisääntymistä tai vähenemisestä tutkitusta solulinjasta ja promoottorista riippuen
(Borden 2002, Melnick ja Licht 1999). Myös samaan promoottoriin kohdistuneista
tutkimuksista on saatu erisuuntaisia tuloksia (Melnick ja Licht 1999). PML-proteiinin onkin
ajateltu toimivan transkription säätelyssä vuorovaikuttamalla useiden
transkriptioaktivaattoreiden ja -repressoreiden kautta (Zhong ym. 2000). PML-rakenteet eivät
lokalisoidu aktiivisille transkriptiopaikoille eivätkä yleiset transkriptiofaktorit, kuten TFIIH
tai RNA-polymeraasi II kolokalisoidu PML-rakenteen kanssa (Grande ym. 1996), mutta
transkriptiotekijät CBP (CREB:iin sitoutuva proteiini, engl. CREB binding protein),
retinoblastoomaproteiini ja p53 on löydetty rakenteeseen liittyneinä (Zhong ym. 2000). PML-
rakenteiden funktiosta transkriptiossa on esitetty kolme hypoteesia (Zhong ym. 2000). Sen on
ajateltu olevan proteiinivarasto, joka säätelee aktiivisten transkriptiotekijöiden pitoisuutta
nukleoplasmassa tai transkriptiotekijöiden muokkaukseen ja sitä kautta säätelyreittien
kontrollointiin erikoistunut rakenne.  Toisaalta se voisi toimia erilaisten transkriptiotekijöiden
lokerona tai telineenä, jossa ne voivat aktivoituessaan olla interaktiossa toistensa kanssa
(Zhong ym. 2000).
Grande kollegoineen (1996) havaitsi, että 50 % tuman PML-rakenteista oli solusyklin keski-
myöhäisessä S-vaiheessa DNA-replikaatiohaarukoiden läheisyydessä, mutta ei täysin samassa
paikkaa niiden kanssa. Muuten S-vaiheen aikana PML-rakenteet eivät olleet yhteydessä
replikaatiokoneistoon. PML-proteiinilla ja -rakenteilla näyttää olevan rooli myös DNA:n
korjauksessa. Vaikka PML-poistogeeniset hiiret ovat fenotyypiltään normaaleja, muodostuu
niissä enemmän kasvaimia karsinogeenialtistuksen seurauksena verrattuna normaaleihin
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hiiriin (Wang ym. 1998a). On havaittu, että solujen gammasäteilytyksen seurauksena p53-
proteiini siirtyy PML-rakenteisiin, joissa tapahtuu sen translaation jälkeinen muokkaus
(Dellaire ja Bazett-Jones 2004). Soluissa, joista PML-proteiini puuttuu, ei tapahdu p53-
riippuvaista geenien ilmentymistä. Monien muidenkin DNA-korjaukseen osallistuvien
proteiinien on havaittu lokalisoituvan säädellysti PML-rakenteisiin väliaikaisesti ennen ja
jälkeen DNA-vauriota (Dellaire ja Bazett-Jones 2004). Tällaisia ovat esimerkiksi DNA-
helikaasit Bloomin syndroomaproteiini ja Wernerin proteiini, joiden asetylaatio saattaa
tapahtua rakenteessa. PML-rakenteiden määrän on myös havaittu kasvavan gammasäteilyn
seurauksena ja osan rakenteista kolokalisoituvan aktiivisille DNA:n korjauspaikoille (Carbone
ym. 2002).
Useissa syöpäsolulinjoille tehdyissä kokeissa PML-proteiinin on havaittu inhiboivan solujen
transformaatiota ja solukasvua sekä vähentävän kasvainten muodostumista nude-hiirillä
(Melnick ja Licht 1999). Sen on myös havaittu pysäyttävän solusyklin G1-vaiheeseen.
Deleetio- ja mutaatiokokeiden perusteella proteiinin aiheuttama solukasvun supressio on
riippuvainen RING-domeenista, kiertyneestä kierteestä ja tumalokalisaatiosekvenssistä. Ei
kuitenkaan ole voitu osoittaa tarvitaanko tähän PML-rakenteiden muodostumista (Melnick ja
Licht 1999). Borden kollegoineen (1998b) on löytänyt todisteita siitä, että PML-proteiini
indusoisi apoptoosia mahdollisesti ribosomaalisen RNA:n leikkautumisen kautta.
Soluviljelmillä tehtyjen tutkimusten perusteella PML-proteiinin yli-ilmentäminen aikaansai
apoptoosia, johon ei liittynyt kaspaasi-3:n aktivaatiota (Quignon ym. 1998). Wang
kollegoineen (1998b) osoitti, että PML-/--hiirissä Fas- ja kaspaasi-välitteistä apoptoosia ei
tapahtunut kuten normaalien hiirten soluissa. PML-proteiinilla näyttää olevan tärkeä rooli
useissa apoptoottisissa signalointireiteissä riippuen sen ilmentymisen tasosta (Hess ja
Korsmeyer 1998). Poistogeenisillä hiirillä tehty tutkimus osoitti myös, että PML-proteiinilla
on tärkeä merkitys tuumorigeneesissä ja veren kantasolujen erilaistumisessa ja sitä kautta
immuunipuolustuksessa (Wang ym. 1998a).
PML-proteiinin eri isoformien rooleja PML-rakenteen toiminnassa on selvitetty useissa
tutkimuksissa, mutta monien ongelmana on ollut niiden keskittyminen vain yhteen isoformiin
kerrallaan (Jensen ym. 2001). PML II:n on havaittu osallistuvan transkription ja solukasvun
säätelyyn, PML III:n transkription hiljentämiseen ja solukasvun säätelyyn, PML IV:n
kasvainten ja transkription supressioon ja solukasvun säätelyyn ja PML VI:n apoptoosiin ja
solukasvun säätelyyn (Jensen ym. 2001, Wu ym. 2001).
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2.3.1.1 PML-rakenteiden vuorovaikutukset DNA-virusten kanssa
Tumassa replikoituvien DNA-virusten on usein havaittu assosioituvan PML-rakenteiden
kanssa ja niiden genomien replikoituvan sen läheisyydessä. Myös joidenkin virusten
säätelyproteiinien on havaittu aiheuttavan muutoksia rakenteessa erilaisilla mekanismeilla. Ei
kuitenkaan tiedetä ovatko PML-proteiinin ja –rakenteen vaikutukset viruksen replikaatiolle
positiivisia vai negatiivisia (Everett 2001). Negatiivisen vaikutuksen puolesta puhuu se, että
rakenne hajotetaan esimerkiksi adeno-, herpes- ja sytomegalovirusten säätelyproteiinien
toimesta (ks. alla). Myös joidenkin PML-rakenteen proteiinien on havaittu repressoivan
virusten replikaatiota ja virusinfektioon liittyvän interferonivasteen lisäävän joidenkin
rakenteen proteiinien ilmentymistä. Toisaalta positiivisten vaikutusten puolesta puhuu
virusten DNA:n replikaatiokeskusten lokalisoituminen PML-rakenteiden läheisyyteen. Onkin
ajateltu, että rakenteella, sen jäännöksillä hajotuksen jälkeen tai sen paikalla solussa on
ominaisuuksia, jotka vaikuttavat replikaatiokeskusten syntymiseen. Rakenteilla on myös
ajateltu olevan positiivisia vaikutuksia esimerkiksi virusproteiinien transkriptioon tai
translaatioon, jossa se voisi toimia proteiinien modifikaatiossa, prosessoinnissa tai
stabiiliuden säätelyssä (Everett 2001).
Herpesvirukset. Herpesvirukset (Herpesviridae) ovat suurehkoja, 100 - 200 geenin
lineaarisia kaksijuosteisia DNA-viruksia, jotka infektoivat ihmisiä ja eläimiä. Herpes simplex
1 -viruksen (HSV-1) säätelyproteiini ICP0 indusoi PML-rakenteen hajotusta proteasomi-
riippuvaisella mekanismilla infektion varhaisessa vaiheessa (Maul ja Everett 1994). Toisaalta
interferonin aiheuttaman herpesviruksen varhaisten geenien ilmentymisen estymisen ja PML-
ja Sp100-proteiinien määrän lisääntymisen välillä on havaittu yhteyksiä (Everett, 2001). Myös
muiden herpesvirusten säätelyproteiinien on havaittu hajottavan PML-rakennetta (Everett
2001), esimerkiksi ihmisen sytomegaloviruksen varhainen proteiini IE1 kolokalisoituu PML-
rakenteen kanssa ja aikaansaa rakenteiden hajoamista (Ahn ym. 1998). Viruksen genomi
lokalisoituu PML-rakenteen viereen ja replikaatiorakenteet rakentuvat näille paikoille (Ishov
ja Maul 1996). Myös sytomegaloviruksen lähetti-RNA:n on havaittu lokalisoituvan rakenteen
läheisyyteen ennen varhaisten geenien translaatiota (Ishov ja Maul 1996). Herpesviruksiin
kuuluvan Epstein-Barr-viruksen (EBV) lyyttisen replikaation on havaittu muuttavan PML-
proteiinin lokalisaation diffuusiksi tumassa (Adamson ja Kenney 2001). Bowling ja Adamson
(2006) havaitsivat transkriptioaktivaattorina toimivan EBV:n Z-proteiinin lisäävän PML-
proteiinin määrää interferoni-riippumattomalla mekanismilla.
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Adenovirukset. Adenovirukset (Adenoviridae) ovat vaipattomia, 30 - 40 kep:n lineaarisia
kaksijuosteisia DNA-viruksia, jotka aiheuttavat hengitystie- ja ruuansulatuskanavainfektioita
ihmisissä ja eläimissä. Adenoviruksen varhaisten proteiinien E1A ja E4orf3 on havaittu
lokalisoituvan PML-rakenteeseen ja E4orf3:n pystyvän hajottamaan sitä (Doucas ym. 1996,
Ishov ja Maul 1996). Hajotuksen seurauksena PML-rakenteesta vapautuneet komponentit
muodostavat nauhamaisia rakenteita, jotka sisältävät myös viruksen E1B-55 kD- ja E4orf3-
proteiinit (Doucas ym. 1996). Myöhemmin proteiinit PML:ää lukuun ottamatta liittyvät
viruksen replikaatiorakenteisiin. Infektion aikana PML-proteiinin isoformeja muokataan,
mahdollisesti fosforyloidaan, vaiheittaisesti, josta seuraa proteiinin sumoylaation menetys
(Leppard ja Everett 1999).
Papovavirukset. Papovavirukset (Papovaviridae) ovat suuri ryhmä pieniä, vaipattomia, 5 -
10 kep:n rengasmaisia kaksijuosteisia DNA-viruksia. Niihin kuuluvan simian virus 40:n
genomi lokalisoituu, replikoituu (Ishov ja Maul 1996) ja sen transkriptio tapahtuu PML-
rakenteessa (Tang ym. 2000), transkription ei tosin havaittu olevan riippuvainen rakenteesta.
Lokalisaatioon tarvitaan viruksen DNA-replikaation aloituskohtaa ja suurta T-antigeeniä
(Tang ym. 2000). Myös ihmisen ja naudan papilloomaviruksen säätelyproteiinien ja joissain
soluissa myös jakautuvan DNA:n on havaittu lokalisoituvan rakenteeseen (Heino ym. 2000,
Swindle ym. 1999). Ihmisen papilloomaviruksen varhaisen proteiinin E6 on havaittu
lokalisoituvan PML-rakenteen ja PML-isoformien I - IV kanssa, mutta ei V:n ja VI:n kanssa
(Guccione ym. 2004). Interaktion seurauksena PML IV destabiloidaan proteasomi-
riippuvaisella mekanismilla.
Bakulovirukset. Bakuloviruksen (ks. luku 2.1 Baculoviridae) ekspressioplasmidissa soluun
transfektoidut varhaiset proteiinit IE2 ja PE38 lokalisoituvat PML-rakenteisiin
nisäkässolulinjalla BHK21 tehdyissä tutkimuksissa (Murges ym. 2001). Kummatkin näistä
ovat RING-proteiineja. PML:llä transfektoidussa hyönteissolussa IE2 paikallistui ihmisen
PML-proteiinin kanssa infektion alkuvaiheessa pistemäisiin rakenteisiin, jonka jälkeen
molemmat proteiinit uudelleenlokalisoituivat tumassa diffuusseiksi (Murges ym. 2001).
Hyönteissoluista ei ole pystytty eristämään PML-rakennetta vastaavaa yksikköä, mutta
todisteita sen olemassaolosta on löytynyt. Toisessa hyönteissolussa tehdyssä tutkimuksessa
havaittiin, ettei ihmisen PML-proteiini lokalisoitunut bakuloviruksen DNA:n
replikaatiopaikoille, joskin replikaatio tapahtui sen läheisyydessä (Mainz ym. 2002).
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2.4 Transkriptio eukaryoottisolussa
2.4.1 RNA-polymeraasit
Eukaryoottisoluissa transkriptio tapahtuu kolmen, toisiaan läheisesti muistuttavan entsyymin
avulla: RNA-polymeraasi I:n II:n ja III:n. Ne koostuvat 8 - 14 erilaisesta alayksiköstä, joista
viisi on ominainen kaikille kolmelle. Jokainen polymeraasi transkriptoi sille spesifisiä geenejä
yhdessä omien auttajaproteiiniensa kanssa. RNA-polymeraasi I toimii vain kolmen
suurimman, 28S, 18S ja 5.8S, peräkkäisesti toistettujen ribosomaalista RNA:ta koodittavien
geenien transkriptiossa ja tunnistaa siten vain yhdenlaisen promoottorirakenteen. Proteiineja
koodittavia geenejä sekä joitakin pieniä tumansisäisiä RNA:ita (engl. small nuclear RNA)
transkriptoi RNA-polymeraasi II. Sen promoottorien rakenne voidaan jakaa ydinalueeseen,
joka on pienin transkription ohjaukseen in vitro kykenevä osa, ja säätelyalueeseen, jonka
rakenne vaihtelee suuresti geenin säätelyolosuhteiden mukaan. Myös ydinalueita on useaa
tyyppiä. RNA-polymeraasi III transkriptoi erilaisia alle 400 emäsparin RNA-molekyylejä,
kuten siirtäjä-RNA:ta ja silmukointiin ja proteiinien kuljetukseen tarvittavia pieniä
tumansisäisiä RNA:ita ja pieniä sytoplasmisia RNA:ita (engl. small cytoplasmic RNA).
Polymeraasin promoottorit voidaan jakaa kolmeen päätyyppiin, joiden rakenne vaihtelee
toisistaan enemmän kuin RNA-polymeraasi I:n promoottorien, mutta ei niin laajasti kuin
polymeraasi II:n. Kaksi promoottoreista ei sisällä TATA-boksia ja ne sijaitsevat geenin sisällä
kun taas kolmas on geenin ulkopuolinen ja sisältää TATA-sekvenssin (Schramm ja
Hernandez 2002, Cooper 2000).
2.4.2 RNA-polymeraasi II transkriptiossa
Proteiineja koodittavien geenien transkriptio on monimutkainen prosessi, johon tarvitaan
useiden proteiinien ja transkriptiotekijöiden yhteistoimintaa. Tapahtumassa tarvittavat tekijät
voidaan jakaa kolmeen luokkaan: sekvenssispesifisiin DNA:han sitoutuviin transkription
säätelijöihin (eli aktivaattoreihin ja repressoreihin), yleisiin transkriptiotekijöihin ja
transkription kofaktoreihin ja koregulaattoreihin. Säätelytekijät sitoutuvat promoottorin
läheisyydessä oleviin elementteihin tai kauempana sijaitseviin säätelysekvensseihin, eli
voimistajiin ja hiljentäjiin, ja vaikuttavat geenin transkriptiotahtiin vasteena fysiologisiin tai
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ympäristön ärsykkeisiin, tai solun kehityksen tai kudoksen vaiheen mukaisesti. Yleisiin
transkriptiotekijöihin kuuluvat promoottorin ydinosaan sitoutuvat tekijät, myös RNA-
polymeraasi II, ja ne mahdollistavat polymeraasin spesifisen sitoutumisen proteiinia
koodittavien geenien promoottoreihin. Kofaktorit ovat vuorovaikutuksessa säätelijöiden
kanssa ja ovat tärkeässä roolissa säätelytekijöiden vaikutusten välittämisessä
transkriptiokoneistolle joko suorien fysikaalisten interaktioiden kautta tai epäsuorasti
kromatiinirakenteen säätelyn avulla (Martinez 2002).
Transkription peruskoneisto koostuu RNA-polymeraasi II:sta ja kuudesta yleisestä
transkriptiotekijästä: transkriptiofaktori IIA (TFIIA), IIB, IID, IIE, IIF ja IIH:sta (Martinez
2002, Hampsey 1998). Transkriptiofaktorit ovat 2 - 14 proteiinin komplekseja lukuun
ottamatta TFIIB:tä, joka koostuu yhdestä polypeptidistä. RNA-polymeraasi II ei pysty
tunnistamaan ja sitoutumaan promoottoriin yksin, vaan transkription aloitus tapahtuu
transkriptiofaktoreiden tunnistaessa ja sitoutuessa johonkin promoottorin ydinalueen DNA-
elementtiin, joita ovat TATA-boksi, initiaattorisekvenssi (INR), alavirran
promoottorielementti (engl. downstream promoter element, DPE) ja TFIIB-responssielementti
(BRE), ja transkriptiofaktorien ja RNA-polymeraasi II:n muodostaessa pre-
initiaatiokompleksin promoottorin ydinalueelle (Martinez 2002, Hampsey 1998) (ks. kuva 6).
Kuva 6. Eukaryoottisolun RNA-polymeraasi II:n pre-initiaatiokompleksi. Kuvassa TFIID:n TBP on sitoutunut
promoottorin TATA-boksiin. Transkriptiofaktorit on esitetty vain niiden kirjaimilla.
Transkription aloitus tapahtuu TFIID:n sitoutumisella promoottoriin. TFIID koostuu
TATA:an sitoutuvasta proteiinista (engl. TATA-binding protein, TBP) ja useista TBP-
yhdistetyistä tekijöistä (engl. TBP-associated factor, TAFII) (Green 2000). Geeneissä, joiden
promoottorissa on TATA-boksi, TBP sitoutuu tähän ja taivuttaa promoottori-DNA:ta (Burley
TAFII
TAFII
TAFII
TAFII
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ja Roeder 1996). TAFII:it vuorovaikuttavat samanaikaisesti niille spesifisten DNA-
sekvenssien kanssa, esimerkiksi INR- tai DPE-elementtien, promoottorin koostumuksesta
riippuen (Green 2000). TFIID-DNA-kompleksia stabiloivat siihen sitoutuvat TFIIB ja in vitro
–kokeissa ei-välttämättömäksi havaittu TFIIA (Martinez 2002). TFIIB sitoutuu TBP:n lisäksi
TATA-boksia ympäröiviin DNA-sekvensseihin ja TFIIA TBP:hen ja DNA:han ylävirtaan
TATA-boksista (Tsai ja Sigler 2000, Tan ym. 1996). Syntynyt TFIID-IIA-IIB-DNA-
kompleksi mahdollistaa TFIIF:n sitoutumisen yhdessä RNA-polymeraasi II:n kanssa
(Martinez 2002). Viimeiseksi kompleksiin sitoutuvat TFIIE ja sen avustuksella TFIIH, jonka
kaksi DNA-helikaasia, XPB ja XPD, osallistuvat ATP-riippuvaiseen promoottori-DNA:n
juosteiden erottamiseen toisistaan (Dvir ym. 2001). TFIIH fosforyloi polymeraasin
karboksiterminaalidomeenin H/CDK7-kinaasiparillaan (Martinez 2002). Tämän tapahtuman
on ajateltu liittyvän polymeraasin irtoamiseen muusta pre-initiaatiokompleksista. RNA-
polymeraasi II ja TFIIF lähtevät etenemään geeniä pitkin TFIIA:n ja IID:n pysyessä
sitoutuneena ydinpromoottoriin ja TFIIB:n, IIE:n ja IIH:n vapautuessa (Zawel ym. 1995).
Pre-initiaatiokompleksin muodostusta ja transkription aloitusta ei ole tutkittu yhtä
perusteellisesti geeneillä, joiden promoottorista puuttuu TATA-boksi. Myös näiden geenien
transkriptioon tarvitaan TFIID:tä, joka sitoutuu DNA:han TAFII:ien välityksellä. Lisäksi
TFIIA:n on havaittu olevan välttämätön. Muuten transkription initiaation on ajateltu
tapahtuvan pääpiirteittään samalla tavalla kuin geeneillä, joissa on TATA-boksi (Martinez
2002).
2.4.3 Bakuloviruksen geenien transkriptio
Bakuloviruksen proteiineja koodittavat geenit jaetaan varhaisiin, myöhäisiin ja hyvin
myöhäisiin, joista varhaiset tuottavat viruksen DNA:n transkriptiossa toimivia proteiineja,
myöhäiset esimerkiksi kapsidiproteiineja ja hyvin myöhäiset okkluusiopartikkelin
rakenneproteiineja ja sen muodostuksessa tarvittavia tekijöitä (Blissard 1996, ks. luku 2.1.1
Hyönteissolujen bakulovirusinfektio). Bakuloviruksen geenien transkription on todettu
tapahtuvan hyönteissolussa kahdella eri RNA-polymeraasilla vaiheittaisesti. Sen varhaiset
geenit sisältävät TATA-boksin (Guarino ja Smith 1992), transkription aloituskohdan
konsensussekvenssin CAGT (Pullen ja Friesen 1995), joka on myös osa eukaryoottien
transkription aloitussekvenssiä (ks. luku 2.4.2 RNA-polymeraasi II transkriptiossa) ja niiden
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transkriptio tapahtuu isäntäsolun RNA-polymeraasi II:lla (Hoopes ja Rohrmann 1991).
Isäntäsolun TBP-proteiinin on ajateltu osallistuvan transkriptioon. Myöhäisten ja hyvin
myöhäisten geenien transkription on sen sijaan arveltu tapahtuvan bakuloviruksen omalla,
neljästä proteiinista koostuvalla RNA-polymeraasilla (Guarino ym. 1998). Siihen osallistuu
myös muita viruksen proteiineja. Isäntäsolun proteiinien osuutta ei tunneta, mutta TBP-
proteiinin määrän on havaittu lisääntyvän myöhäisten ja hyvin myöhäisten geenien
transkription aikaan (Quadt ym. 2002). Tämä saattaa kuitenkin liittyä viruksen replikaatioon,
koska TBP:n todettiin lokalisoituvan DNA:n replikaatiopaikoille. Tosin myöhäinen
transkriptio ja replikaatio voivat mahdollisesti tapahtua myös samoissa rakenteissa (Quadt
ym. 2002).
Äskettäin on havaittu, että vaikka bakulovirus ei aiheuta infektiota nisäkässoluissa, tapahtuu
niissä kuitenkin viruksen varhaisten geenien transkriptiota (Fujita ym. 2006).
Reportteriplasmideilla tehdyissä kokeissa Bombyx mori NPV:n varhaisen geenin ie1
promoottorin on todettu toimivan nisäkässoluissa (Matsuyama ym. 2003, Fujita ym. 2006
mukaan) ja AcMNPV:n transkriptioaktivaattoriproteiini IE1:n aktivaatiodomeenien olevan
funktionaalisia transkription aktivaatiossa nisäkässolussa (Dai ym. 2004). Sitä, millä
mekanismilla transkriptio nisäkässolussa tapahtuu, ei tiedetä, mutta sen on oletettu tapahtuvan
RNA-polymeraasi II:n avulla, koska suurin osa havaituista ekspressoituvista geeneistä sisältää
RNA-polymeraasi II:lle tyypillisen promoottorirakenteen (Fujita ym. 2006).
2.5 Interferonivaste
2.5.1 Interferonit
Interferonit (IFN) ovat ryhmä solusta eritettäviä rakenteeltaan samankaltaisia sytokiinejä,
jotka toimivat antiviraalisessa ja -tumoraalisessa puolustuksessa sekä immuunijärjestelmän
muokkauksessa. Interferonit on jaoteltu kolmeen tyyppiin, joista jokaisella on omanlaisensa
reseptorikompleksi, joka muodostuu kahdesta heterologisesta alayksiköstä. Reseptoriin
sitoutumisen seurauksena Jak-STAT-signalointireitti käynnistyy ja johtaa tuhansien
efektorigeenien transkription säätelyyn ja sitä kautta interferonien aikaansaamiin vaihteleviin
reaktioihin soluissa (Takaoka ja Yanai 2006, Brierley ja Fish 2005, Nguyen ym. 1997).
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Tyypin yksi interferoneihin kuuluvat IFN-?:t, -?, -?, -? ja -? sekä ainoastaan sioissa,
märehtijöissä ja hiirissä tavatut IFN-?, -? ja -? (Takaoka ja Yanai 2006, Brierley ja Fish 2005).
Niitä tuotetaan suurimmassa osassa solutyyppejä viruksen tai muun mikrobin infektion
seurauksena infektoitumattomien solujen suojelemiseksi. Eniten tutkittuja ryhmän jäseniä
ovat IFN-? ja -?, joiden on todettu myös säätelevän luonnollisten tappajasolujen (engl.
natural killer cells, NK-solu), makrofaagien ja dendriittisolujen aktivaatiota (ks. kuva 7).
Tyypin kaksi interferonien ryhmään kuuluu ainoastaan IFN-?, joka myös osallistuu elimistön
virusvasteeseen (Takaoka ja Yanai 2006, Brierley ja Fish 2005). Sitä tuottavat aktivoituneet
T- ja NK-solut, mutta eivät viruksen infektoimat solut.  IFN-? osallistuu makrofaagien
aktivaatioon sekä CD4+ Th1- ja sytotoksisten CD8+ T-solujen kehityksen tukemiseen (ks.
kuva 7). Tyypin kolme interferoneihin kuuluvat äskettäin löydetyt IFN-?:t ja interleukiini-
28/29 (Takaoka ja Yanai 2006). Niitä tuotetaan tyypin I interferonien tapaan virusinfektion
seurauksena. Ne indusoivat antiviraalisten geenien ilmentymistä vielä tuntemattomien Janus-
kinaasien ja ISGF3-kompleksin (IFN-stimuloitu geenitekijä 3) kautta.
Kuva 7. Viruksen tai muun mikrobin infektoima solu tuottaa tyypin 1 interferoneja, jotka suojaavat soluja
infektiolta ja säätelevät dendriitti-, makrofaagi- ja lunnollisten tappajasolujen (NK) aktivaatiota. Tyypin 2
interferoneja tuottavat NK- ja T-solut ja ne aktivoivat makrofaageja ja tukevat T-solujen kehitystä.
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2.5.2 Virusten aiheuttama interferonivaste
Solu tunnistaa viruksen sytosolissaan sijaitsevilla reseptoreilla, jotka tunnistavat vierasta
nukleiinihapposekvenssiä (Stetson ja Medzhitov, 2006a). Viruksen nukleiinihapoista
koostuva genomi on isäntäsolulle vieras kaikkia viruksia yhdistävä tekijä. Esimerkiksi
viruksen proteiinit ja vaippa ovat isäntäsolusta peräisin tai siellä tuotettuja. Sytosolisia
reseptoreita on havaittu kaksi: RNA-helikaasi retioniinihappoindusoitava proteiini I (RIG-I) ja
melanoomaerilaistuneisuusantigeeni 5 (MDA5), jotka havainnoivat kaksijuosteista RNA:ta
(Yoneyama ym. 2004). Lisäksi on löydetty viitteitä kolmannesta, eri signalointimekanismilla
toimivasta DNA:ta havainnoivasta reseptorista (Stetson ja Medzhitov 2006b). Näiden lisäksi
on olemassa myös ryhmä niin kutsuttuja toll-like-reseptoreita, jotka havaitsevat viraalisia
nukleiinihapposekvenssejä endosomeissa, mutta näitä on vain tietyissä soluissa, kuten
makrofaageissa ja dendriittisoluissa. Viraalisen nukleiinihappojen tunnistuksen seurauksena
joukko transkriptiofaktoreita aktivoituu ja saa aikaan tyypin I interferonien ekspressiota
(Garcia-Sastre ja Biron 2006, Stetson ja Medzhitov 2006a).
Kun tuotettu interferoni eritetään solusta, toimii se auto- ja parakriinisesti immuunivasteen
säätelyssä. Tyypin I interferonit sitoutuvat solun pinnalla olevaan transmembraaniseen tyypin
I IFN-reseptoriin, joka koostuu kahdesta alayksiköstä: IFN-?-reseptori 1:stä (IFNAR1) ja
IFNAR2:sta. Interferonin sitoutuminen johtaa alayksiköiden dimerisaatioon ja sitä kautta
niiden sytoplasmisten häntien kanssa interaktiossa olevien kinaasien aktivaatioon. IFNAR:ien
aktivoimat kinaasit ovat Janus-aktivoituva kinaasi 1 (JAK1) ja tyrosiinikinaasi 2 (TYK2),
jotka kuuluvat Janus-proteiinityrosiinikinaaseihin. Nämä aktivoivat puolestaan STAT:eiksi
(signaalinvälittäjä ja transkription aktivaattori, engl. signal transducer and activator of
transcription) kutsuttuja sytoplasmisia transkriptiotekijöitä, yleisimmin STAT1:tä ja
STAT2:ta, jotka muodostavat aktivaation seurauksena kahdenlaisia komplekseja: ISGF3-
trimeerejä, jotka sisältävät STAT1:n, STAT2:n ja transkriptiotekijä IFR-9:n, tai STAT1
homodimeerejä, jota kutsutaan myös IFN-?- tai IFN-?-aktivoituviksi tekijöiksi (AAF tai
GAF). Kumpikin komplekseista siirtyy tumaan ja sitoutuu sille spesifiseen DNA-
säätelysekvenssiin, ISGF3 IFN-stimuloituun responssielementtiin (ISRE) ja AAF IFN-?-
aktivoituun paikkaan (GAS). Sitoutuminen johtaa yli sadan interferonin stimuloivan geenin
ilmentämiseen, ja näiden proteiinien toiminta saa solussa aikaan antiviraaliseksi tilaksi
kutsutun reaktion (Brierley ja Fish 2005, Garcia-Sastre ja Biron 2006, Takaoka ja Yanai
2006). Signalointireitti on esitetty kuvassa 8.
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Kuva 8. Kaavakuva tyypin 1 interferonien signalointireitistä virusinfektiossa.
Solujen vaste tyypin I interferonien signaloinnille voi vaihdella paljonkin ja myös edellä
mainitusta poikkeavia reittejä on havaittu. ISGF3:n ja AAF:n lisäksi tyypin I IFN:ien on
havaittu aktivoivan esimerkiksi STAT3:n ja STAT5:n homodimeerejä, STAT1-STAT3-
heterodimeeriä ja STAT4:ää (Garcia-Sastre ja Biron 2006, Takaoka ja Yanai 2006).
2.5.2.1 Bakuloviruksen aiheuttamat immuunireaktiot nisäkässoluissa ja nisäkkäissä
Bakulovirusvektoreiden käyttömahdollisuuksia geeniterapian lisäksi myös DNA-rokotteena
on tutkittu (ks. luku 2.2.1 Bakulovirus geeniterapiassa). Vaikka bakulovirus ei aiheuta
infektiota nisäkkäissä, virusvektorilla on aikaansaatu humoraalinen ja soluvälitteinen
immuunivaste esimerkiksi pseudorabies-, influenssa- ja C hepatiittiviruksia vastaan (Aoki ym.
1999, Abe ym. 2003, Facciabene ym. 2004). Abe kollegoineen (2003) havaitsi myös, että
pelkkä villityypin bakuloviruksen injektoiminen hiiriin riitti suojaamaan niitä
influenssavirukselta. Edellä mainituissa tutkimuksissa havaittiin vektorin aikaansaavan muun
muassa interferoni-?:n, tuumorinekroosifaktori-?:n ja interleukiini-6:n ilmentymistä.
Interleukiinit ovat oma, interferoneista eriävä sytokiineihin kuuluva ryhmä immuunivasteessa
toimivia proteiineja. Airenne kollegoineen (2000) havaitsi bakulovirusvälitteisen
geeninsiirron saavan kanin kaulavaltimossa aikaan tulehdusreaktion, joka oli verrattavissa
adenovirusvektorin aiheuttamaan.  Bakuloviruksen  on myös  havaittu  aikaansaavan  tyypin 1
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interferonien ilmentymistä ihmisen ja hiiren fibroblastisolulinjoissa (Gronowski ym. 1999).
Beck kollegoineen (2000) on sen sijaan havainnut bakuloviruksen aikaansaavan
tuumorinekroosifaktori-?:n ja interleukiini-1?:n ja -?:n ekspressiota rotan maksasolulinjoissa.
2.5.3 Nukleofosmiini
Nukleofosmiini (NPM) on 38 kD kokoinen fosfoproteiini, joka tunnetaan myös nimillä B23,
numatriini ja NO38. Se löytyy tumajyväsestä, mutta liikkuu jatkuvasti sen ja sytoplasman
välillä (Borer ym. 1989). Proteiinista on olemassa kaksi erilaista silmikointimuotoa, joista
NPM1 esiintyy lähinnä tumajyväsessä ja harvinaisempi NPM1.2 nukleo- ja sytoplasmassa.
NPM1.2:lta puuttuu C-terminaalipään osa, joka sisältää sitoutumisaktiivisuuden
nukleiinihappomolekyyleihin (Wang ym. 1994, Okuwaki ym. 2002).
NPM:llä on monenlaisia tehtäviä, se toimii esimerkiksi kaperonina ribosomien kokoamisessa
sekä osallistuu preribosomaalisen RNA:n muokkaukseen ja sen kuljetukseen sytoplasmaan
(Szebeni ja Olson 1999, Savkur ja Olson 1998, Borer ym. 1989). NPM sitoutuu proteiineihin,
joilla on tumalokalisaatiosignaali ja osallistuu niiden tumakuljetukseen (Szebeni ym. 1995).
Sillä on myös todettu olevan tärkeä rooli sentrosomiduplikaatiossa (Okuda ym. 2000). Lisäksi
NPM saattaa toimia ribosomaalisen DNA:n transkription säätelyssä osallistumalla kromatiinin
rakenteen muutosten säätelyyn (Okuwaki ym. 2001). NPM:n on todettu sitoutuvan
transkriptiotekijöiden kuten YY1:n, nukleoliinin ja retinoblastoomaproteiinin kanssa ja
osallistuvan niiden kautta transkription säätelyyn (Inouye ja Seto 1994, Li ym. 1996,
Takemura ym. 2002). Sen on havaittu säätelevän p53:n aktiivisuutta ja näin osallistuvan
apoptoosin ja solusyklin säätelyyn (Kurki ym. 2004). NPM:n on todettu assosioituvan myös
interferonisäätelytekijä 1:n (IRF-1) kanssa ja inhiboivan sen transkriptionaalista aktiivisuutta
ja sitoutumista DNA:han (Kondo ym. 1997). IRF-I toimii IFN-indusoitavien geenien
transkriptiossa ja antiviraalisen tilan laukaisussa soluun. NPM:n ekspressio lisääntyy soluissa
UV-käsittelyn seurauksena ja se tehostaa DNA:n korjausta lisäämällä korjauksessa toimivan
proteiinin PCNA:n (engl. Proliferating Cell Nuclear Antigen) ekspressiota (Wu ym. 2002).
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NPM:n on todettu siirtyvän tumajyväsestä nukleoplasmaan reversiibelisti sytotoksisten
aineiden tai genotoksisen stressin seurauksena (Chan 1992). Myös solun mennessä mitoosiin
tai kun ribosomaalisen RNA:n transkriptio pysäytetään aktinomysiini D:llä, proteiini
paikallistuu nukleoplasmaan (Zatsepina ym. 1997). Mitoosissa se siirtyy myös sytoplasmaan
ja tumansisäisiin ja sytoplasmisiin rakenteisiin (Zatsepina ym. 1997).
Koska viruksen aiheuttaman stressin on todettu saavan NPM:n siirtymään tumajyväsestä
nukleoplasmaan (Hiscox 2002), on sitä käytetty viruksen aiheuttaman interferonivasteen
tutkimuksessa. Sen on ajateltu olevan yleinen toimija solun virusvasteessa, mutta toisaalta
tumajyväsen proteiinien, myös NPM:n, on havaittu lisäävän viruksen replikaatiota suoraan tai
isäntäsolun transkription, translaation tai solusyklin kautta. Esimerkiksi adenoviruksen V-
proteiini aikaansaa NPM:n siirtymistä tumajyväsestä sytoplasmaan ja
adenovirusinfektoiduissa soluissa proteiini jakautuu tumassa pistemäiseen lokalisaatioon, joka
muistuttaa viruksen DNA:n replikaatiokeskusten jakautumista (Matthews 2001). Proteiini
osallistuu myös esimerkiksi HI-viruksen Rev-proteiinin, ihmisen T-soluleukemiaviruksen
Rex-proteiinin ja hepatitis delta -viruksen HDV-antigeenin tumakuljetukseen (Fankhauser
ym. 1991, Adachi ym. 1993, Huang ym. 2001) sekä japanilaisen enkefaliittiviruksen
replikaatioon (Tsuda ym. 2006).
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3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli saada lisätietoa bakuloviruksen vuorovaikutuksista
ihmisen maksasolulinjan tumaproteiinien kanssa bakulovirusvektoreiden ja niiden
geeniterapiakäytön kehittämiseksi.
Tavoitteena oli:
1. Tutkia bakuloviruksen interaktiota promyelosyyttileukemiaproteiini-
tumarakenteiden kanssa tutkimalla viruksen paikallistumista PML-proteiinin eri
isoformien kanssa.
2. Selvittää bakuloviruksen lokalisaatiota suhteessa transkriptiotekijöihin TBP ja
TFIIB ja saada tietoa näiden proteiinien osallisuudesta viruksen transkriptioon
nisäkässolussa.
2. Tutkia STAT3- ja nukleofosmiiniproteiinien lokalisaation muutosten perusteella
aiheuttaako bakulovirus interferonivastetta nisäkässoluissa.
.
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4. MATERIAALIT JA MENETELMÄT
4.1 Solut
Tutkimuksessa käytettiin kahta nisäkässolulinjaa, ihmisen maksasyöpäsolulinja HepG2:ta
(engl. Human hepatocellular liver carcinoma cell line) ja kissan munuaissolulinjaa NLFK:ta
(engl. Norden Laboratories Feline Kidney cell line) sekä Sf9-hyönteissolulinjaa (Spodoptera
frugiperda). HepG2-solujen ylläpitokasvatuksessa käytettiin Minimum Essential Medium
(MEM) –kasvatusmediumia (Gibco), johon oli lisätty 10 % naudan sikiön seerumia (engl.
fetal calf serum, FCS), 1 % antibiootteja (10 000 U/ml penisilliiniä ja 10 mg/ml
streptomysiiniä), 1 % L-glutamiinia, 1 % natriumpyruvaattia ja 1 % ei-välttämättömiä
aminohappoja. NLFK-soluja ylläpidettiin Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) –
kasvatusmediumissa (Gibco), johon oli lisätty FCS:ää, antibiootteja ja L-glutamiinia kuten
edellä. Soluja kasvatettiin 75 cm2 soluviljelypulloissa (Sarstedt) inkubaattorissa +37 ºC:n
lämpötilassa ja 5 %:n CO2:ssa. Kun solut olivat kasvaneet konfluenteiksi, noin kahdesti
viikossa, ne irrotettiin trypsinoimalla ja uuteen viljelypulloon siirrostettiin
jakautumisvauhdista riippuen 1/2 (HepG2) tai 1/6 (NLFK) soluista. Sf9-soluja ylläpidettiin
suspensioviljelmänä ravistellen 200 rpm:ssä +27 ºC:ssä HyQ SFX-Insect -mediumissa
(HyClone) ja ne siirrostettiin kahdesti viikossa.
4.2 Virukset
Tutkimuksessa käytettiin kahta bakulovirustyyppiä: villityypin Autographa californica
Multiple Nukleopolyhedrovirusta (AcMNPV) ja vp39EGFP-varianttia, jossa vp39-proteiinin
C- terminaalipäähän on lisätty vihreä fluoresoiva proteiini (EGFP) (Kukkonen ym. 2003).
Lisäksi kontrollina käytettiin serotyypin 2 villityypin koiran parvovirusta (engl. Canine Parvo
Virus, CPV).
AcMNPV:tä tuotettiin kasvattamalla Sf9-soluja suspensiotiheyteen 2 x 106 solua/ml:ssa ja
infektoimalla ne sopivalla määrällä virusta (0,1 MOI, engl. multiplicity of infection,
suhdeluku, joka kertoo kuinka monta virusta on yhtä solua kohden). Infektiota ylläpidettiin
ravistelijassa kolmen päivän ajan 200 rpm:ssä +27 ºC:ssa. Hyönteissolut poistettiin
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suspensiosta sentrifugoimalla 30 minuuttia 1000 rpm:llä +4 ºC:ssa (Hermle Z 513 K).
Virukset eristettiin supernatantista sentrifugoimalla 25 % sakkaroosigradientissa 7200 G 7 - 8
tuntia +4 ºC:ssa (Sorvall RC5, H54-roottori). Saatuun viruspellettiin lisättiin jääkylmää
PBS:ää (fosfaattipuskuroitua suolaliuosta) ja pelletti jätettiin yön yli keinuttelijaan +4 ºC:een.
Tämän jälkeen pelletti suspensoitiin PBS:ään ja suspensio pipetoitiin PBS:ään valmistetun 50
% ja 20 % sakkaroosigradientin päälle ja sentrifugoitiin 26 000 rpm:ssä tunnin ajan +4 ºC:ssa
(Ultracentrifuge LKB Bromma 2331 Ultrospin 70, SRP 28 SA -roottori). Virusvyöhykkeet
kerättiin ja laimennettiin PBS:ään. Virukset pelletoitiin uudelleen kuten edellä ja suspensoitiin
PBS:ään. Suspensio jätettiin keinuttelijaan yön yli +4 ºC:een ja säilytettiin tämän jälkeen +4
ºC:ssa. Virusstokin tiitteri määritettiin end-point dilution -menetelmällä (O’Reilly ym. 1994)
infektoimalla Sf9-soluja 10-1-10-10-laimennoksilla virusstokista ja ylläpitämällä infektiota
kahden viikon ajan. Tiitteri laskettiin lineaarisella interpoloinnilla näytteistä, joissa 50 %
soluista oli infektoitunut (O'Reilly ym. 1994).
4.3 Plasmidit
PML-proteiinin isoformien ekspressioplasmidit (lahja Dr. Banksilta, Guccione ym. 2004)
sisältävät kunkin isoformin cDNA:n CMV-promoottorin säätelemänä ja yhdistettynä vasta-
aineella havaittavaan FLAG:iin. Nukleofosmiinin (lahja prof. Marikki Laiholta), TBP:n (lahja
Dr. Huangilta, Chen ym. 2002) ja TFIIB:n (lahja Dr. Huangilta, Chen ym. 2002)
ekspressioplasmideissa proteiinin cDNA on lisätty Clontechin EGFP-C1 plasmidiin
fluoresoivan proteiinin C-terminaalipäähän. STAT3:n hiiren cDNA:aahan on liitetty EYFP:n
(keltainen fluoresoiva proteiini) cDNA SV40-promoottorin alaisuuteen (lahja Dr. Müller-
Neweniltä, Herrmann ym. 2004).
Plasmidien määrää lisättiin JM109-kannan E.coli-soluissa. Plasmidi transformoitiin
elektrokompetentteihin JM109-soluihin elektroporaation avulla. BTX Electroporation
Cuvettes Plus -kyvetissä sekoitettiin jäillä sulatetut solut ja noin 5 µg plasmidia ja
elektroporaatio tehtiin Electro cell manipulator 600 -laitteella (BTX Electroporation system)
valmistajan antamia asetuksia käyttäen. Tämän jälkeen kyvettiin lisättiin 1 ml S.O.C.-liuosta
ja se laitettiin tunniksi ravistelijaan +37 ºC:seen. Antibioottiselektiomaljalle maljattiin 100 µl
1:500 - 1:1000 laimennosta plasmidista riippuen ja maljojen annettiin olla +37 ºC:ssa
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lämpökaapissa yön yli. Maljalta poimittiin pesäke 100 ml:aan LB:tä ja siirrettiin ravistelijaan
+37 ºC:aan yön yli. Plasmidi puhdistettiin kasvatuksesta Promegan Midiprep-kitillä.
4.3.1 Elektroporaatio nisäkässoluihin
Plasmidit transfektoitiin nisäkässoluihin elektroporaation avulla. Konfluentit solut
trypsinoitiin, sentrifugoitiin ja suspensoitiin kasvatusmediumiin, niin että kyvettiin siirrettävä
suspensio sisälsi noin 10 miljoonaa solua/ml:ssa (HepG2) tai 1 miljoona solua/ml:ssa
(NLFK). Solususpensioon sekoitettiin plasmidia, jonka lopullinen konsentraatio oli 60 µg/ml.
Elektroporaatio suoritettiin Electro cell manipulator 600 -laitteella (BTX Electroporation
system) valmistajan antamien asetusten mukaisesti, NLFK-soluille käytettiin HeLa-solujen
asetuksia. Elektroporaation jälkeen solut maljattiin 3 cm soluviljelymaljoille (Nunc), joiden
pohjalle oli asetettu 3 kappaletta halkaisijaltaan 12 mm:n peitinlasia. HepG2-suspensiota
maljattiin 200 µl ja NLFK-soluja 160 µl maljaa kohden.
4.4 HepG2-solujen transduktio bakuloviruksella
HepG2-soluja ylläpidettiin 24 - 48 tuntia elektroporaation jälkeen, jotta plasmidi ehtisi
ilmentyä riittävästi. Solumaljoilta poistettiin kasvatusmedium ja niille lisättiin 400 µl
MEM:iä, joka sisälsi 1 % FCS:ää, sekoitettuna haluttuun määrään virusta, 200 - 2000 PFU/ml
(engl. plaque forming units, viruspartikkelien määrä millilitrassa) kokeesta riippuen. Tunnin
kuluttua transduktiosta maljoille lisättiin 2 ml MEM:iä, joka sisälsi 10 % FCS:ää. Maljoja
inkuboitiin kokeesta riippuen 6 - 48 tuntia transduktiosta +37 ºC:ssa ja 5 % CO2:ssa.
Halutussa aikapisteessä solut kiinnitettiin riippuen vasta-aineesta joko 4 %:lla
paraformaldehydi-PBS:llä (PFA-PBS) 20 minuuttia huoneenlämmössä tai -20 ºC:lla
metanolilla 6 minuuttia huoneenlämmössä.
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4.5 NLFK-solujen infektio koiran parvoviruksella
NLFK-soluja kasvatettiin 48 tuntia elektroporaation jälkeen ennen infektiota. Käytettäessä
0,5 - 2 MOI:n virusmäärää jokaisen peitinlasin päälle lisättiin pisara virusta sisältävää
kasvatusmediumia ja 30 - 45 minuutin kuluttua maljalle lisättiin 2 ml kasvatusmediumia. Kun
infektiossa käytettiin 2,5 - 10 MOI virusta, sekoitettiin tarvittava määrä virusliuosta
kasvatusmediumiin, niin että lopputilavuus oli 400 µl. Tämä lisättiin solumaljalle, josta oli
poistettu medium. Kasvatusmediumia lisättiin kuten edellä. Maljoja inkuboitiin kokeesta
riippuen 8 - 48 tuntia infektiosta +37 ºC:ssa ja 5 % CO2:ssa ja ne kiinnitettiin 4 %:lla PFA-
PBS:llä.
4.6 Immunofluoresenssivärjäys
Tutkimuksessa käytettiin seuraavia primäärivasta-aineita: hiiren vasta-aineet bakuloviruksen
vp39-kapsidiproteiinille (lahja Loy Volkmanilta, University of California, Berkeley), koiran
parvoviruksen NS1-proteiinille (lahja Collin Parrishilta, Cornell University, Ithaca), FLAG-
proteiinisekvenssille (Sigma), nukleofosmiiniproteiinille (Zymed) ja PML-proteiinin
isoformeille (Abcam) sekä kanin vasta-aine GFP:lle (Invitrogen). Sekundäärivasta-aineina
käytettiin primäärivasta-aineesta riippuen joko hiiren tai kanin IgG:tä vastaan valmistettua
fluoresoivaa Alexa Fluor -vasta-ainetta (Invitrogen). Käytetyt aallonpituudet olivat 488, 555
ja 633 nm riippuen kokeesta. Kaikki immunofluoresenssidetektiossa käytetyt vasta-aineet
laimennettiin 3 % BSA-PBS:ään. Anti-vp39 laimennettiin 1:70, anti-NS1 1:100 - 1:130, anti-
GFP 1:200 - 1:300, anti-FLAG 1:500, anti-NPM 1:200 - 1:250 ja anti-PML 1:100. Alexa-
sekundäärivasta-aineet laimennettiin 1:200.
Immunofluoresenssidetektio tehtiin käyttäen epäsuoraa leimausmenetelmää. PFA-PBS:llä
kiinnitettyjen lasien immunovärjäys aloitettiin inkuboimalla peitinlaseja läpäisypuskurissa
(PBS:ää, jossa 0,1 % Triton-X ja 0,5 % BSA) 20 minuuttia (huoneenlämmössä, pimeässä),
jonka jälkeen laimennettu primäärivasta-aine tai -aineet lisättiin laseille tunniksi. Peitinlaseja
inkuboitiin jälleen läpäisypuskurissa 20 minuuttia, pestiin PBS:llä 20 minuuttia ja toistettiin
läpäisykäsittely. Metanolikiinnitetyille laseille läpäisypuskuripesut korvattiin 1,5 %:lla BSA-
PBS-pesulla. Tämän jälkeen sekundäärivasta-aine tai -aineet lisättiin laseille 30 minuutiksi,
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jota seurasi jälleen 20 minuutin läpäisy ja PBS-pesu. Peitinlasit huuhdeltiin vielä PBS:llä,
jonka jälkeen lasit pedattiin objektilasille Mowiol-DABCO:lla (25 mg/ml, Sigma).
Objektilaseja säilytettiin +4 ºC:ssa pimeässä. Myös kontrollinäytteet värjättiin primääri- ja
sekundäärivasta-aineiden taustafluoresenssien määrittämistä varten.
4.7 Konfokaalimikroskopia ja kuvantaminen
Tutkimuksessa käytettiin laserpyyhkäisykonfokaalimikroskopiaa, jossa yhdellä tai
useammalla fluoresoivalla värillä leimattu solunäyte jaetaan optisesti leikkeisiin.
Konfokaalimikroskopia perustuu valon kulkemiseen kahden pienen aukon lävitse. Toinen
johtaa näytteeseen pistemäisen valon ja toinen rajoittaa detektoitavan valon vain polttotasolta
tulevaan. Laserpyyhkäisymikroskopiassa eksitaatioon käytetään laseria, joka saa näytteessä
olevan värin fluoresoimaan. Emittoitu valo fokusoidaan aukkoon, jonka läpi kulkenut valo
mitataan tietokoneeseen yhdistetyssä detektorissa. Tietokone kokoaa kuvan.
Näytteet kuvattiin 63-kertaisella suurennoksella Olympus Fluo-View 1000 -mikroskoopilla
(Olympus Optica Co.). Primäärivasta-aineen tunnistama kohde voitiin kuvata tietyssä
aallonpituudessa fluoresoivan sekundäärivasta-aineen avulla. Taustafluoresenssin määrä
selvitettiin ja poistettiin värjätyn kontrollinäytteen avulla ja läpivuodosta johtuva virheellinen
kolokalisaatiolta näyttävä fluoresointi poistettiin kuvausohjelman avulla. Saaduista
kuvasarjoista valittiin 2 - 4 leiketasoa lopulliseen kuvaan. Tasot yhdistettiin WCIF Image_J-
ohjelmalla projektioksi ja kuvat muokattiin Adobe Photoshop CS:llä ja CS2:lla.
NLFK-solujen, joissa NPM oli siirtynyt tumajyväsestä parvovirusinfektion seurauksena,
kvantitaatio tehtiin valitsemalla satunnaisesti noin 30 transfektoitunutta tai tranfektoitunutta ja
infektoitunutta solua kustakin näytteestä ja laskemalla prosenttiosuus kuinka monessa solussa
NPM-proteiinin lokalisaatio oli muuttunut. Bakuloviruksen transdusoimien
transfektoituneiden HepG2-solujen prosenttiosuus laskettiin satunnaisista noin 20 solusta
kolmesta eri näytteestä, joissa oli käytetty eri plasmideja (NPM-EGFP, TBP-EGFP ja TFIIB-
EGFP).
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5. TULOKSET
5.1 Bakuloviruksen vuorovaikutukset PML-rakenteen kanssa
Tutkimuksessa tutkittiin PML-rakenteiden ja bakuloviruksen lokalisaatiota havainnoimalla
viruskapsidin liikkeitä suhteessa PML-proteiinin isoformeihin I - VI. Tutkimuksessa
käytettiin PML-FLAG-plasmideita, jotka transfektoitiin HepG2-soluihin ja solut värjättiin
FLAG-vasta-aineella. Bakuloviruksesta käytettiin rekombinanttimuotoa, jossa
kapsidiproteiiniin vp39 on lisätty vihreä fluoresoiva proteiini (EGFP, ks. luku 4.2 Virukset).
Bakuloviruksen kapsidiproteiini paikallistui kaikkien PML-isoformien läheisyyteen tai
samaan paikkaan 6 ja 8 tuntia virustransduktiosta (200 PFU/ml). Proteiinien lokalisaatio ei
eronnut kontrollisolujen ja bakuloviruksen transdusoimien solujen välillä. Kuvassa 9 on
esitetty esimerkin omaisesti PML-proteiinin isoformilla VI saatu tulos. Eri isoformeilla PML-
rakenteen ulkonäkö poikkesi hieman toisistaan silmämääräisesti tarkasteltuna. PML-IV-
FLAG:n muodostamat rakenteet olivat pienimpiä ja näitä pistemäisiä rakenteita oli eniten
tumaa kohti. PML-I-FLAG:n ja PML-II-FLAG:n muodostamat rakenteet muistuttivat
toisiaan. Näytteiden tumissa voitiin nähdä useita pieniä ja tasaisen pyöreitä rakenteita. PML-
III-FLAG:n ja PML-V-FLAG:n rakenteet olivat muodoltaan vaihtelevampia. PML-V-
FLAG:n näytteissä tumaa kohden oli muutamia rakenteita ja PML-III-FLAG:n näytteissä
hieman enemmän. PML-V-FLAG:n ja PML-VI-FLAG:n muodostamat rakenteet olivat
rengasmaisempia kuin muilla plasmideilla, niin että rakenteen keskellä voitiin nähdä kohta,
johon FLAG-vasta-aine ei sitoutunut. Eri isoformien muodostamat rakenteet olivat kuitenkin
pääpiirteittään yhteneväisiä ja vastasivat PML-vasta-aineella värjätyissä
transfektoimattomissa soluissa nähtyjä (ei kuvaa).
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Kuva 9. PML-VI-FLAG-rekombinanttiproteiinin (vihreä) lokalisaatio HepG2-soluissa 6 ja 8 tuntia
bakulovirustransduktiosta (200 PFU/ml). Proteiinin lokalisaatio on samankaltainen kontrollisoluissa (A) ja
bakuloviruksen transdusoimissa (B). Bakuloviruksen kapsidi (punainen) lokalisoitui proteiinin läheisyyteen tai
samaan paikkaan sen kanssa, mikä näkyy kuvasuurennoksissa. Janan pituus 10 µm.
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5.2 Transkriptiotekijöiden TBP ja TFIIB lokalisaatio
bakulovirustransduktiossa
Bakuloviruksen lokalisaatiota transkriptiofaktorien TBP ja TFIIB kanssa tutkittiin
seuraamalla villityypin viruksen ja fluoresoivien rekombinanttiproteiinien TBP-EGFP ja
TFIIB-EGFP paikallistumista HepG2-soluissa (ks. kuvat 10 ja 11). Bakulovirus värjättiin
kapsidiproteiini vp39:n tunnistavan vasta-aineen avulla. Viruksen kapsidi ei kolokalisoitunut
merkittävästi TBP- tai TFIIB-proteiinien kanssa eikä aiheuttanut muutosta niiden
paikallistumisessa 6, 8 ja 24 tuntia transduktiosta (200 PFU/ml) (ks. kuvat 10B ja 11B).
Kapsidiproteiini lokalisoitui satunnaisesti sekä TBP:n että TFIIB:n kanssa yksittäisissä
soluissa ja kontrollikokeissa kummankin transkriptiofaktorin havaittiin paikallistuvan
joissakin soluissa vasta-aineella värjätyn PML-rakenteen kanssa 48 tuntia
plasmiditransfektiosta. Vasta-aine tunnisti PML-proteiinin kaikki isoformit. Yleensä TFIIB
oli jakautunut koko nukleoplasmaan diffuusisti (ks. kuva 11), mutta muodosti kirkkaampia
keskittymiä siellä täällä tumassa. Bakulovirusta voitiin havaita sekä diffuusilta alueelta, että
joissakin soluissa keskittymistä.
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Kuva 10A. TBP-EGFP-rekombinanttiproteiinin (vihreä) lokalisaatio HepG2-kontrollisoluissa on pistemäinen.
Joissakin soluissa proteiini paikallistui samaan paikkaan vasta-aineella värjätyn PML-proteiinin kanssa (violetti),
mikä näkyy myös suurennoksessa. Janan pituus 10 µm.
Kuva 10B. TBP-EGFP-rekombinanttiproteiinin (vihreä) paikallistuminen HepG2-soluissa ei muuttunut 6, 8 tai
24 tuntia bakulovirustransduktiosta (200 PFU/ml). Viruksen kapsidi (punainen) kolokalisoitui satunnaisesti
yksittäisissä soluissa TBP:n kanssa, mikä näkyy myös suurennoksessa. Janan pituus 10 µm.
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Kuva 11A. TFIIB-EGFP-rekombinanttiproteiini (vihreä) HepG2-kontrollisoluissa. Proteiini lokalisoitui
diffuusisti koko tuman alueelle, mutta paikallistuminen ei ollut tasaista. Joissakin kontrollisoluissa proteiini
kolokalisoitui vahvemmin vasta-aineella värjätyn PML-proteiinin (violetti) kanssa, mikä voidaan havaita
suurennoksesta. Janan pituus 10 µm.
Kuva 11B. TFIIB-EGFP-rekombinanttiproteiini (vihreä) lokalisaatio ei merkittävästi muuttunut 6-24 tuntia
bakulovirustransduktiosta (200 PFU/ml). Yksittäisissä soluissa bakuloviruksen kapsidiproteiini (punainen)
paikallistui TFIIB-keskittymien kanssa, mikä voidaan nähdä suurennoksesta. Janan pituus 10 µm.
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5.3 Bakulovirustransduktio ja interferonivaste
Bakuloviruksen nisäkässoluissa aiheuttamaa interferonivastetta tutkittiin havainnoimalla
nukleofosmiini- ja STAT3-proteiinien paikallistumisen muutoksia bakulovirustransduktion
seurauksena. Tähän käytettiin fluoresoivia rekombinanttiproteiineja NPM-EGFP ja STAT3-
EYFP ja villityypin bakulovirusta, joka värjättiin soluista vp39-kapsidiproteiinin vasta-
aineella. Kontrollikokeissa NPM-EGFP lokalisoitui HepG2-soluissa samaan paikkaan NPM-
vasta-aineen tunnistaman endogeenisen proteiinin kanssa (ei kuvaa).
Bakulovirus ei aikaansaanut muutoksia nukleofosmiinin lokalisaatiossa 6, 8 ja 24 tuntia
virustransduktiosta HepG2-soluissa (100 - 1000 PFU/ml). Kontrollisoluissa ja edellä
mainituissa aikapisteissä NPM-proteiini voitiin havaita tumajyväsessä (ks. kuvat 12A ja 12B).
Vaikka bakulovirustransduktio ei vaikuttanut merkittävästi NPM:n paikkaan, osassa soluista
proteiinin paikallistuminen nukleoplasmassa muuttui pistemäiseksi 36, 48 ja 72 tuntia
transduktiosta 1000 PFU/ml -pitoisuudella ja joissakin soluista virus lokalisoitui näihin
pisteisiin. Lokalisaation muutos poikkesi kuitenkin kontrollina käytetyn koiran parvoviruksen
(CPV, serotyyppi 2) NLFK-soluissa aikaansaamasta, joissa NPM siirtyi tumajyväsestä
nukleoplasmaan 24, 36 ja 48 tuntia infektiosta kun MOI oli 0,5 - 10 (ks. kuva 12C). NLFK-
kontrollisoluissa NPM havaittiin tumajyväsessä (ks. kuva 12A). Infektoidut NLFK-solut
värjättiin koiran parvoviruksen NS1-proteiinin vasta-aineen avulla, jonka määrän
lisääntyminen tumassa osoittaa infektion etenemistä.
Kuva 12A. NPM-EGFP-rekombinanttiproteiini (vihreä) on lokalisoitunut tumajyväseen niin HepG2- kuin
NLFK-kontrollisoluissa. Janan pituus on 10 µm.
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Kuva 12B. NPM-EGFP-proteiinin (vihreä) lokalisaatio ei muuttunut 6 - 72 tuntia bakulovirustransduktiosta
(100 - 1000 PFU/ml) HepG2-soluissa, vaan se voitiin havaita tumajyväsessä. Yksittäisissä soluissa 36, 48 ja 72
tuntia transduktion aloituksesta NPM-EGFP:n lokalisaatio muuttui pistemäiseksi ja joissakin näistä virus
(punainen) paikallistui samaan paikkaan, mikä voidaan nähdä suurennoksesta. Janan pituus 10 µm.
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Kuva 12C: NPM-EGFP-rekombinanttiproteiini (vihreä) koiran parvoviruksen infektoimissa NLFK-soluissa
(0,5 - 10 MOI) 8 - 48 tuntia infektiosta. NS1-proteiinin lisääntyminen (punainen) ilmentää infektion etenemistä.
Infektion seurauksena proteiinin lokalisaatio muuttui 36 ja 48 tuntia infektiosta, jolloin proteiini alkoi siirtyä
tumajyväsestä nukleoplasmaan. Janan pituus 10 µm.
HepG2-soluilla saatua tulosta bakuloviruksen vaikutuksesta NPM-proteiinin lokalisaatioon ei
kvantitoitu, sillä yksittäisessä näytteessä ei ollut tarpeeksi transfektoituneita soluja. Lisäksi
virus ei transdusoinut plasmidia ekspressoivia soluja tehokkaasti (taulukko 1).
Elektroporaation seurauksena elossa olevia transfektoituneita HepG2-soluja ei ollut paljon
(alle 5 %), mutta tulos on kuitenkin parempi kuin lipofektiolla saatu (alle 1%, aiemmin
havaittu).
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Taulukko 1. Bakuloviruksen transduktiotehokkuus transfektoituneisiin HepG2-soluihin.
Näyte PFU/ml Aika transduktiosta(t)
Soluja, joissa virusta
tumassa (%)
TFIIB-EGFP 200 8 66,6
TBP-EGFP 200 24 60,0
NPM-EGFP 1000 24 50,0
NPM:n siirtyminen tumajyväsestä nukleoplasmaan NLFK-soluissa kvantitoitiin visuaalisesti
konfokaalimikroskoopilla etsimällä kahdesta saman aikapisteen näytteestä kummastakin noin
30 transfektoitunutta ja infektoitunutta solua ja laskemalla monessako niistä NPM-proteiinia
oli siirtynyt nukleoplasmaan. Lokalisaation muutoksen todettiin tapahtuvan sitä useammassa
solussa mitä enemmän aikaa infektion aloituksesta on kulunut (kuva 13).
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Kuva 13. Prosenttisosuus soluista, joissa NPM-EGFP:tä oli siirtynyt tumajyväsestä nukleoplasmaan
kontrollinäytteessä sekä 24, 36 ja 48 tuntia parvovirusinfektion aloituksesta.
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STAT3-EYFP-rekombinanttiproteiinin paikallistuminen ei muuttunut HepG2-soluissa
bakulovirustransduktion seurauksena 1000 - 2000 PFU/ml-alueella 8 ja 24 tuntia
transduktiosta (ks. kuva 14). Sekä kontrollisoluissa että viruksen transdusoimissa soluissa
proteiinia voitiin havaita niin sytoplasmassa kuin tumassakin. Tumassa proteiini muodosti
joitakin yksittäisiä pistemäisiä keskittymiä sekä kontrolli- että bakuloviruksen
transdusoimissa soluissa, mutta viruksen ei havaittu lokalisoituvan näihin.
Kuva 14. STAT3-EYFP-proteiinin (vihreä) lokalisaatio HepG2-soluissa. Proteiinin paikallistumisen ei havaittu
muuttuvan merkittävästi 8 ja 24 tuntia bakulovirustransduktiosta (1000 - 2000 PFU/ml) (B) verrattuna
kontrollisoluihin (A). Bakulovirus kuvassa punaisena. Janan pituus 10 µm.
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6. POHDINTA
Bakulovirus on hyönteisiä infektoiva kaksijuosteinen DNA-virus, joka pääsee sisälle myös
nisäkässoluun, mutta ei aiheuta siellä infektioita (Blissard 1996, Volkman ja Goldsmith
1983). Sen genomi mahdollistaa suurienkin inserttien lisäämisen ja sen sytotoksisuus
nisäkkäille on alhainen, joten bakulovirusta on alettu tutkia ja käyttää geeniterapiavektorina
(Hu 2005). Tapahtumista nisäkässolussa bakulovirustransduktion aikana tiedetään kuitenkin
hyvin vähän. Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää bakuloviruksen interaktioita
nisäkässolun tumansisäisten proteiinien kanssa ja tutkimuksessa tarkasteltiin bakuloviruksen
interaktioita promyelosyyttileukemiatumaproteiinin eri isoformien, transkriptiotekijöiden
TBP:n ja TFIIB:n sekä interferonivasteessa lokalisaatiotaan muuttavien STAT3:n ja
nukleofosmiinin kanssa ihmisen maksasyöpäsoluissa.
6.1 Bakuloviruksen vuorovaikutukset PML-rakenteen kanssa
Promyelosyyttileukemiaproteiinitumarakenteet (PML-rakenteet) ovat tumansisäisiä
proteiinirakenteita, joita on löydetty kaikista tutkituista nisäkässolulinjoista (Borden 2002,
Dellaire ja Bazett-Jones 2004). Rakenteen tärkein komponentti on PML-proteiini, josta on
olemassa useita erilaisia vaihtoehtoisen silmikoinnin tuloksena saatavia isoformeja (Melnick
ja Licht 1999). Soluissa näistä on havaittu ilmennettävän seitsemää,  PML I - VII:ksi
nimettyä, joista I - VI esiintyvät pääasiassa tumassa (Jensen ym. 2001). Useiden
virusproteiinien  ja -genomien on havaittu lokalisoituvan rakenteeseen ja muuttavan sen
muotoa (Everett 2001).
Tässä tutkimuksessa bakuloviruksen havaittiin kolokalisoituvan solussa ilmennettyjen
promyelosyyttiproteiinin isoformien I - VI kanssa 6 - 8 tuntia virustransduktiosta. Viruksen
tarkka lokalisaatio ei ollut riippuvainen kokeen aikapisteestä, vaan sen saattoi havaita joko
PML-rakenteen vieressä tai rakenteessa sekä 6 että 8 tuntia transduktiosta. Tämä on samassa
linjassa tutkimusryhmässä aiemmin saatujen tulosten kanssa, joissa bakuloviruksen havaittiin
aikaansaavan PML-rakenteiden määrän ja koon kasvua asteittaisesti 6 - 24 tuntia
transduktiosta sekä kolokalisoituvan vasta-aineen avulla värjätyn PML-proteiinin kanssa
(Rinne ym., ei vielä julkaistu). FLAG-leimatuilla PML-plasmideilla transfektoitujen solujen
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PML-rakenteiden morfologia poikkesi hieman siitä, mitä PML-vasta-aine värjäsi
transfektoimattomissa soluissa. Tämä johtuu todennäköisesti yhden isoformin yli-
ilmentämisestä (Beech ym. 2005) eikä ole seurausta FLAG-vasta-aineen käytöstä, sillä
Guccionen kollegoineen (2004) näillä plasmideilla tekemissä kokeissa FLAG- ja PML-vasta-
aine värjäsivät samat alueet solussa.
PML-rakenteen merkityksestä solussa on useita teorioita, joten PML-proteiinin ja -rakenteen
merkityksestä bakulovirukselle voidaan esittää vain hypoteeseja. Koska PML-rakenteella on
ajateltu olevan positiivisia vaikutuksia virusten geenien transkriptioon ja translaatioon
(Everett 2001), voisi rakenteessa tai sen läheisyydessä tapahtua bakuloviruksen varhaisten
geenien transkriptiota, jota on havaittu tapahtuvan myös nisäkässoluissa (Fujita ym. 2006).
Transkriptiohypoteesia tukee myös se, että monet PML-rakenteessa olevista proteiineista
liittyvät transkription säätelyyn (Zhong ym. 2000). Toisaalta PML-rakenteen ei kuitenkaan
ole ajateltu olevan varsinainen päätoimija virusten transkriptiossa tai translaatiossa, vaan
osallistuvan esimerkiksi syntyvien proteiinien modifikaatioon, prosessointiin tai stabiiliuden
säätelyyn (Everett 2001). On myös mielenkiintoista, että bakulovirus lokalisoitui kaikkien
tutkittujen PML-proteiinin isoformien kanssa. Eri isoformien on havaittu toimivan toisistaan
hieman poikkeavissa funktioissa, joista suurin osa liittyy transkription säätelyyn (Jensen ym.
2001). Tosin esimerkiksi isoformien I ja VI ei ole vielä havaittu olevan interaktiossa
transkription säätelytekijöiden kanssa. Tästä voisi päätellä, että viruksen hakeutuminen
rakenteeseen liittyykin johonkin toiseen rakenteessa olevaan proteiiniin, esimerkiksi sieltä
löydettyihin transkriptiotekijöihin (Zhong ym. 2000). Rinne kollegoineen (ei vielä julkaistu)
havaitsi bakuloviruksen kolokalisoituvan myös PML-rakenteesta löytyvän Sp100-
transkriptiosäätelijän kanssa.
Toisaalta PML-rakenteen on esitetty toimivan mahdollisesti tumansisäisenä kaatopaikkana tai
varastona ylimääräisille proteiineille (Borden 2002). Rakenne saattaisi toimia bakuloviruksen
kapsidien hajotuspaikkana ja koska tutkimuksessa seurattiin vain bakuloviruksen kapsidin
kulkeutumista nisäkässolun tumassa, voi kapsidi olla jätettynä kaatopaikalle genomin ollessa
täysin eri paikassa solua. Mikäli viruksen genomi onnistutaan värjäämään toistettavasti, olisi
mielenkiintoista tutkia genomin lokalisaatiota PML-proteiinin eri isoformien kanssa. Toisen
teorian mukaan PML-rakenne toimisi eräänlaisena tumansisäisenä immuunivasteena, joka
sitoo itseensä solulle vahingollisia proteiineja (Lavau ym. 1995). Tätä teoriaa tukien useiden
virusproteiinien on havaittu löytyvän rakenteesta tai sen läheisyydestä (Maul 1998) ja
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aiemmassa tutkimuksessa bakuloviruksen varhaisten proteiinien IE2 ja PE38 on havaittu
hakeutuvan rakenteeseen nisäkässolussa (Murges ym. 2001). Voisiko siis olettaa PML-
rakenteen sitovan itseensä bakuloviruksen kapsidin, koska se on nisäkässolulle vieras ja
mahdollisesti haitallinen proteiinirakenne?
6.2 Transkriptiotekijöiden TBP ja TFIIB lokalisaatio
bakulovirustransduktiossa
Transkriptiotekijät TBP ja TFIIB osallistuvat RNA-polymeraasi II:n transkriptioon
eukaryoottisoluissa, TBP polymeraasin osana ja TFIIB peruskoneistoon kuuluvana (Martinez
2002). Bakuloviruksen varhaisista geeneistä löytyy TBP:n tunnistama TATA-boksi ja ne
sisältävät myös transkription aloituskohdan konsensussekvenssin CAGT, joka on osa
eukaryoottien transkription aloitussekvenssiä (Guarino ja Smith 1992, Pullen ja Friesen
1995). Hyönteissoluissa bakuloviruksen varhaisten geenien transkriptio tapahtuukin RNA-
polymeraasi II:lla (Hoopes ja Rohrmann 1991), mutta nisäkässolussa mekanismia ei tunneta.
Tässä tutkimuksessa ei havaittu bakuloviruksen paikallistumista TBP:n ja TFIIB:n kanssa
samaan paikkaan HepG2-soluissa muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta. Toisaalta sekä
TBP:n että TFIIB:n havaittiin joissakin kontrollisoluissa lokalisoituvan vasta-aineen avulla
värjätyn PML-rakenteen kanssa. Koska bakuloviruksen havaittiin hakeutuvan PML-rakenteen
läheisyyteen, saattaisi TBP:n ja TFIIB:n satunnainen kolokalisoituminen viruksen kanssa
selittyä näiden transkriptiotekijöiden paikallistumisella PML-proteiinin kanssa samaan
paikkaan. Koska TFIIB levittäytyi koko tuman alueelle mahdollisesti proteiinin yli-
ilmentämisen seurauksena, tutkimuksessa keskityttiin vain TFIIB:n muodostamiin
konsentroituneimpiin keskittymiin.
Bakuloviruksen varhaisten geenien on havaittu ekspressoituvan myös nisäkässolussa (Fujita
ym. 2006). Transkriptiokoneiston rakenne ja mekanismi ovat erittäin konservoituneita
eukaryottisoluissa (Schramm ja Hernandez 2002), josta osoituksena pidetään myös
Matsuyaman kollegoineen (2003, Fujita ym. 2006 mukaan) tekemää havaintoa siitä, että
bakulovirus Bombyx mori NPV:n varhaisen ie1-geenin promoottori riittää aikaansaamaan
reportterigeenin ekspressiota nisäkässolussa. Näiden tutkimusten valossa, ja koska
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bakuloviruksen varhaisten geenien tiedetään ekspressoituvan RNA-polymeraasi II:lla
hyönteissolussa (Hoopes ja Rohrmann 1991), bakuloviruksen odotettiin lokalisoituvan TBP:n
ja TFIIB:n kanssa tai niiden läheisyyteen myös nisäkässoluissa. Vaikka tässä tutkimuksessa
odotetun kaltaista tulosta ei saatukaan, ei se kuitenkaan tarkoita etteikö varhaisten geenien
transkriptio voisi tapahtua nisäkässolussa myös RNA-polymeraasi II:lla.
Transkriptiokoneiston ja -sekvenssien konservoituneisuuden vuoksi ja koska Fujita
kollegoineen (2006) havaitsi vain niiden geenien ekspressoituvan, joissa promoottorissa on
RNA-polymeraasi II:n tunnistama rakenne, muun kuin RNA-polymeraasi II:n keskeinen rooli
bakuloviruksen geenien transkriptiossa tuntuu epätodennäköiseltä. Koska tutkimuksessa
seurattiin vain kapsidia, ei genomin tarkasta lokalisaatiosta solussa voida tehdä tämän
perusteella johtopäätöksiä. Toistettavasti toimivan viruksen genomin värjäystekniikan
löytyessä tulisi sen lokalisaatiota nisäkässolussa tutkia suhteessa TBP:hen ja TFIIB:hen.
Lisäksi näiden proteiinien osuutta nisäkässolussa havaittuun bakuloviruksen varhaisten
geenien transkriptioon tulisi tutkia esimerkiksi siRNA:n avulla nisäkässolulinjoissa, joissa
TBP:n, TFIIB:n tai molempien ekspressio olisi hiljennetty väliaikaisesti. Jos varhaisten
geenien transkriptiota edelleen tapahtuisi, osoittautuisi se olevan seurausta jonkin muun
polymeraasin toiminnasta. Sekä TBP että TFIIB ovat RNA-polymeraasi II:n toiminnalle
välttämättömiä (Martinez 2002).
6.3 Bakulovirustransduktio ja interferonivaste
Virusinfektiossa solu tunnistaa viruksen genomin sytosolissaan sijaitsevilla reseptoreilla ja
aikaansaa tyypin 1 interferonien (IFN) ilmentymistä (Brierley ja Fish 2005, Garcia-Sastre ja
Biron 2006, Takaoka ja Yanai 2006). Niiden sitoutuminen solukalvolla olevaan tyypin 1 IFN-
reseptoriin saa aikaan Jak-STAT-signalointireitin käynnistymisen ja interferonin stimuloimien
geenien ilmentymisen. Virusvasteessa toimivien tyypin 1 interferonien on havaittu aktivoivan
myös STAT3:n muodostamia dimeerejä (Brierley ja Fish 2005), vaikka sitä on aiemmin
pidetty lähinnä interleukiini-6-tyypin sytokiinien signalointireitin osana esimerkiksi T-solujen
aktivaatiossa ja interleukiini-10:n anti-inflammatorisen vaikutuksen signaloinnissa (Levy ja
Lee 2002). Nukleofosmiini  (NPM)  on  tumajyväsessä sijaitseva proteiini, jonka on havaittu
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siirtyvän nukleoplasmaan sytotoksisten aineiden sekä genotoksisen ja virusinfektion
aiheuttaman stressin seurauksena (Chan 1992, Hiscox 2002), jonka vuoksi sitä on käytetty
virusten aiheuttaman interferonivasteen tutkimuksessa.
Tässä tutkimuksessa bakuloviruksen ei havaittu saavan aikaan merkittäviä muutoksia
STAT3:n tai NPM:n lokalisaatiossa 6 - 72 tuntia transduktiosta, joten se ei todennäköisesti
aiheuta merkittävää interferonivastetta nisäkässoluissa tässä tutkitulla 100 - 2000 PFU/ml-
alueella. NPM:n lokalisaation havaittiin muuttuvan pistemäiseksi yksittäisissä soluissa 36, 48
ja 72 tuntia virustransduktiosta. Koska tämä tapahtui vain satunnaisissa soluissa, ei sen
uskottu olevan seurausta mistään säännöllisestä muutoksesta. Joissakin näistä soluista
bakulovirus myös lokalisoitui pistemäisten rakenteiden kanssa. Vaikka lokalisaation muutos
muistuttaa adenoviruksen aikaansaamaa (Matthews 2001), on todennäköisempää, että se
tapahtui, koska solut olivat siirtymässä mitoosiin. Mitoottisissa soluissa NPM:n on havaittu
lokalisoituvan nukleoplasmaan, sytoplasmaan tai tumansisäisiin ja sytoplasmisiin rakenteisiin
(Zatsepina ym. 1997). Adenoviruksen aikaansaama lokalisaation muutos liittyy lähinnä
viruksen replikaatioon, jota ei tapahdu bakulovirustransduktiossa nisäkässoluun. Mitoosin
osuutta NPM:n paikallistumisen muutokseen ei onnistuttu tutkimaan, sillä tutkimuksessa
käytetyt HepG2-solut eivät kestäneet solusyklin vaiheen synkronisaatiossa käytettyä
afidikoliini-menetelmää. Tämän tutkimiseen tulisi käyttää jotain toista solulinjaa.
NPM:n lokalisaation muutos bakuloviruskokeissa erosi täysin kontrollina käytetyn koiran
parvoviruksen aikaansaamasta muutoksesta viruksen infektoimissa NLFK-soluissa. Näissä
NPM siirtyi tumajyväsestä diffuusiksi nukleoplasmaan sitä useammassa solussa mitä
pitemmällä infektio oli 24 - 48 tuntia infektion aloituksesta. Aikaväli on samassa linjassa
ryhmässä aiemmin tehdyn tutkimuksen kanssa, jossa parvoviruksen on osoitettu laskevan
solujen viabiliteettiä merkittävästi 24 - 48 tuntia infektion aloituksesta (Ihalainen, Rinne,
Vihinen-Ranta, artikkeli ei vielä valmis) ja tutkimusten, joissa sytotoksisten aineiden ja
stressin todettiin aikaansaavan NPM:n siirtymistä nukleoplasmaan (Chan 1992).
Aiemmassa tutkimuksessa villityypin bakuloviruksen todettiin aikaansaavan hiirissä
sytokiinien ilmentymistä, jonka seurauksena virus sai aikaan riittävän immuunivasteen
suojaamaan hiiriä influenssavirukselta (Abe ym. 2003). Kyseisessä tutkimuksessa havaitut
sytokiinit olivat kuitenkin sellaisia, joita HepG2-solulinjassa ei todennäköisesti ilmennetä,
esimerkiksi lähinnä T-solujen tuottamia IFN-?:aa ja interleukiini-6:ta (Gattoni ym. 2006,
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Kishimoto 2006). Airenne kollegoineen (2000) havaitsi, että bakulovirusvälitteinen
geenisiirto sai kanin kaulavaltimossa aikaan tulehdusreaktion, joka vastasi adenovirusvektorin
aiheuttamaa. Myös solulinjoissa tehdyissä tutkimuksissa bakuloviruksen on havaittu
aikaansaavan immuunivasteelle tyypillistä ilmentymistä; rotan maksasolulinjassa
tuumorinekroosifaktori-?:n ja interleukiini-1 ?:n ekspressiota (Beck ym., 2000) ja ihmisen ja
hiiren fibroblastisolulinjoissa virusvasteelle tyypillisten tyypin 1 interferonien ilmentymistä
(Gronowski ym., 1999). Tämän tutkimuksen mukaan viruksen aiheuttama immuunireaktio ei
kuitenkaan ole niin voimakas, että se aiheuttaisi interferonivasteelle tyypillistä proteiinien
uudelleen paikallistumista solun sisällä.
NPM:llä saadut tulokset antavat uuden näkökulman myös tässä tutkimuksessa havaitulle
bakuloviruksen hakeutumiselle PML-rakenteen läheisyyteen ja ryhmässä aiemmin todetulle
PML-rakenteiden määrän ja koon kasvulle bakulovirustransduktion seurauksena (Rinne ym.,
ei vielä julkaistu). Vain muutaman viruksen on aiemmin havaittu aikaansaavan rakenteiden
koon kasvua ja määrän lisääntymistä: Epstein-Barr-virus lisää PML-proteiinin määrää,
lymfosyyttinen koriomeningiittivirus aikaansaa PML-proteiinikasautumien syntymistä
sytoplasmaan ja rabiesvirusinfektio kasvattaa PML-rakenteiden kokoa (Bowling ja Adamson
2006, Borden ym. 1998a, Blondel ym. 2002). Bakuloviruksen interferoni-riippumattomat
interaktiot PML-rakenteen kanssa vaikuttavat siis ainutlaatuisilta. Voidaan pohtia liittyykö
tämä johonkin tuntemattomaan viruksen aiheuttamaan reaktioon, jonka hyönteisvirus indusoi
nisäkässolussa, jossa virus ei pysty replikoitumaan ja aiheuttamaan varsinaista infektiota.
Nisäkässolu on hyönteisvirukselle vieras ympäristö, jossa sen toiminta todennäköisesti
poikkeaa normaalista. Hyönteissolussa bakuloviruksen varhaisten proteiinien havaittiin
hakeutuvan ihmisen PML-proteiinin kanssa pistemäisiin rakenteisiin, jonka jälkeen
molemmat proteiinit lokalisoituivat uudelleen tumassa (Murges ym. 2001). Bakuloviruksen
käyttäytymistä hyönteissolun oman PML-rakenteen kanssa ei vielä ole tutkittu, koska kyseistä
rakennetta ei ole onnistuttu eristämään, vaikka todisteita sen olemassaolosta onkin löydetty.
Vielä ei siis voida tehdä vertailuja nisäkässolun ja hyönteissolun PML-rakenteiden
koostumuksen välillä ja pohtia eroavaisuuksien ja yhtäläisyyksien merkitystä rakenteeseen
hakeutumiselle ja sen koon kasvattamiselle.
Bakuloviruksen aiheuttamaa immuunivastetta tulisi tutkia tarkemmin uusilla in vitro ja in vivo
-kokeilla Tutkimukseen tulisi käyttää aiempiin tutkimuksiin verrattuna herkempää
menetelmää, jolla nähtäisiin tapahtuuko solussa immuunivasteeseen liittyviä muutoksia ja
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pystyttäisiin erottamaan tapahtumat solussa yksittäisten geenien ekspressioista, jota ei tapahdu
riittävästi varsinaisen vasteen synnyttämiseksi. Bakuloviruksen genomista voitaisiin myös
poistaa geeninsiirrossa tarpeettomia alueita ja tutkia, saadaanko jonkin tietyn alueen poistolla
aikaan vektori, jonka seurauksena solussa ei ilmennetä sytokiinejä. Parasta tietysti olisi, jos
geenien poistoa ei tarvitsisi tehdä satunnaisesti kokeilemalla, vaan esimerkiksi proteiini-
proteiini-interaktioita tutkimalla löydettäisiin se bakuloviruksen genomin osa, joka
ilmentymistä aiheuttaa. Bakuloviruksen kohdalla kyseessä voi olla vain jokin soluun menevän
virionin proteiineista tai varhaisista geenituotteista. Tutkimalla yksitellen näiden
virusproteiinien vuorovaikutuksia nisäkässolussa Aben (2003), Beckin (2000) ja Gronowskin
(1999) kollegoineen havaitsemien sytokiinien signalointireitin alkupäässä toimivien
proteiinien kanssa, saatettaisiin löytää tekijä, joka sytokiinituottoa indusoi ja muokata tätä
vaarattomampaan suuntaan tai, mikäli mahdollista, poistaa se kokonaan. Voidaan myös
pohtia, miten bakulovirusvektoreiden tuottoympäristöä voitaisiin muokata ja sitä kautta
parantaa vektorien turvallisuutta. Koska virukset tuotetaan hyönteissoluissa, jotka kuitenkin
eroavat nisäkässolusta, saattaa sytokiinien tuotto olla seurausta nimenomaan hyönteissolussa
valmistetuista virionin proteiineista tai lipidikalvosta.
6.4 Yhteenveto
Tutkimuksessa saadut tulokset osoittautuivat mielenkiintoisiksi ja odottamattomiksikin.
Bakulovirus ei kolokalisoitunut RNA-polymeraasi II:n transkriptiofaktoreiden TBP ja TFIIB
kanssa. STAT3- ja nukleofosmiiniproteiinien paikallistuminen ei muuttunut virustransduktion
seurauksena, mikä osoittaa, ettei bakulovirus saa aikaan voimakasta interferonivastetta
nisäkässoluissa, vaikka aiemmissa tutkimuksissa sen on havaittu aikaansaavan
immuunivasteelle tyypillisten sytokiinien ilmentymistä. Bakuloviruksen kolokalisaatio PML-
rakenteiden kanssa ja aiemmin havaittu rakenteiden koon ja määrän kasvu osoittautuivat
entistäkin mielenkiintoisemmiksi, kun voitiin osoittaa, etteivät ne johtuneet
interferonivasteesta.
Tässä tutkimuksessa keskitytyista bakuloviruksen ja transkriptiotekijöiden ja
interferonivasteessa toimivien proteiinien interaktioista voidaan vetää suurempia
johtopäätöksiä vasta, kun jatkotutkimuksia on tehty niin muiden polymeraasien ja sytokiinien
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kanssa kuin eri lähtökohdasta, esimerkiksi tutkimalla viruksen genomin liikkeitä nisäkässolun
tumassa ja hiljentämällä joidenkin proteiinien ilmentyminen tutkittavasta solusta.
Bakulovirusta pidetään lupaavana geeniterapiavektorina sen alhaisen sytotoksisuuden vuoksi,
ja koska se on kykenemätön infektoimaan nisäkässoluja. Turvallista geeniterapiakäyttöä
varten tarvitaan kuitenkin lisätietoa siitä, mitä nisäkässolussa todella tapahtuu varsinkin, kun
uusimmat tutkimustulokset ovat osoittaneet sen kykenevän aiheuttamaan immuunivasteelle
tyypillistä ekspressiota nisäkässoluissa ja pystyvän transkriptoimaan niissä omia varhaisia
geenejään. Jotta vektoria voitaisiin käyttää kliinisiin tutkimuksiin, tulisi sitä pystyä
muokkaamaan sellaiseksi, ettei se aiheuta potilaissa sivuvaikutuksia. Tässä ei kuitenkaan
onnistuta ennen kuin tiedetään, mistä viruksen aiheuttamat solubiologiset tapahtumat
johtuvat.
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